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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo principal investigar a imobilizacdo da enzima -
galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis (Lactozym®), bem como caracterizar
a enzima livre e imobilizada visando sua aplicagdo na reacao de hidrélise da lactose.
Foram feitos testes preliminares com trés suportes diferentes para a imobilizacdo
(alginato, quitosana e Eupergit® C), sendo que os valores de recuperacédo da atividade
enzimatica foram, respectivamente, 2,43%, 6,27% e 41,86%, selecionando-se 0
suporte Eupergit® C como o mais promissor. Um planejamento Plackett-Burman,
correspondente a 12 ensaios mais 3 réplicas no ponto central, foi proposto a fim de
verificar os efeitos das variaveis temperatura, pH, forca ibnica, tempo de imobilizacao,
concentragdo de galactose, concentracdo de ions Mg?®* e volume de enzima na
imobilizacdo de B-galactosidase em Eupergit® C. A forca idnica e o pH foram as
variaveis que apresentaram efeito significativo (p<0,1) na imobilizacdo, sendo que o
aumento da forga idnica de 0,1 M para 1,5 M e o aumento do pH de 6,6 para 7,4
representaram aumento de 30,0% e redugéo de 17,3% na recuperagao da atividade
enzimatica, respectivamente. A temperatura de 25°C, pH 6,6, concentracao salina de
1,5 M, tempo de imobilizacdo de 8 h, concentracdo de Mg** de 1 mM e 0,4 mL de
enzima adicionada, atingiu-se 85% de recuperacdo da atividade enzimatica. As
enzimas livre e imobilizada, nas melhores condicdes em Eupergit® C, foram
caracterizadas quanto aos perfis de pH e temperatura, estabilidade térmica,
parametros cinéticos e termodinamicos. Quanto aos perfis de pH e temperatura, foram
obtidos, para ambas, valores maximos de atividade enzimatica em pH 6,6 e 45°C.
Houve um ganho de estabilidade térmica com a imobilizagdo enzimatica, tendo-se
observado um aumento de cerca de 4 vezes no tempo de meia-vida da enzima
imobilizada a 45°C, em relagéo a livre, o que pode representar vantagens na utilizacio
da enzima imobilizada em escala comercial. Os valores de energia de ativagao para as
enzimas livre e imobilizada foram, respectivamente, iguais a 35,28 kJ.mol" e 29,46
kJ.mol'; e os valores de energia de ativacdo da reacdo de desnaturacdo para as
enzimas livre e imobilizada foram iguais, respectivamente, a 266,12 kJ.mol" e 198,77
kd.mol'. Foram determinados os parametros cinéticos para as enzimas livre e
imobilizada, sendo que os valores de Ky, 30,33 mM e 104,00 mM, respectivamente,
representaram uma diminuicdo da afinidade da enzima pelo substrato com a
imobilizagao, possivelmente devido a fatores estéricos e conformacionais. Parametros
termodindmicos foram calculados, evidenciando novamente a maior estabilidade
térmica da enzima imobilizada e indicando que a perda de estabilidade de ambas as
enzimas, livre e imobilizada, parece nao estar associada a alteracdes relevantes na
estrutura terciaria.

Palavras-chave: [-galactosidase, imobilizacdo, hidrolise da lactose, propriedades
térmicas e bioquimicas.



ABSTRACT

Immobilization of B-galactosidase (Lactozym®) on Eupergit® C

and its characterization

This study aimed to investigate the immobilization of commercial B-galactosidase from
Kluyveromyces lactis (Lactozym®) and characterize the free and immobilized enzymes
for their application in lactose hydrolysis. Three preliminaries tests were carried out
with three different supports for immobilization (alginate, chitosan and Eupergit® C),
and the values for recovery of enzyme activity were, respectively, 2.43%, 6.27% e
41.86%, selecting Eupergit® C as the most promising. A Plackett-Burman design,
composed of 12 assays over 3 central points was proposed in order to verify the effects
of temperature, pH, ionic strength, reaction time, galactose concentration, Mg*
concentration and enzyme volume on B-galactosidase immobilization using Eupergit®
C support. The ionic strength and pH were the variables that presented significant
effect (p<0.1) on immobilization. The increase in the ionic strength from 0.1 to 1.5 M
and the decrease in pH from 6.6 to 7.4 represented an increase of 30.0% and a
reduction of 17.3% in the recovery of enzyme activity, respectively. At 25°C, pH 6.6,
salt concentration of 1.5 M, immobilization for 8 h, 1 mM Mg and 0.4 mL of enzyme
added, reached 85% recovery of enzymatic activity. The free and immobilized enzyme
on Eupergit® C were characterized, determining pH and temperature profiles, thermal
stability, kinetic and thermodynamic parameters. pH and temperature profiles showed
maximum activity at pH 6.6 and 45°C. There was a gain in thermal stability with the
enzyme immobilization and there was an increase of about 4 times in the half-life of
immobilized enzyme at 45°C, which may represent advantages when using in a
commercial scale. The values of activation energy for free and immobilized enzymes
were, respectively, equal to 35.28 kJ.mol' and 29.46 kJ.mol”, and the values of
activation energy of denaturation reaction for free and immobilized enzymes were
equal, respectively, to 266.12kJ.mol”" and 198.77 kJ.mol”. Kinetic parameters were
determined for the immobilized and free enzyme. K, values of 30.33 mM and 104.00
mM, respectively, represented a decrease of the affinity of the enzyme by the substrate
with immobilization, possibly due to steric and conformational factors. Thermodynamic
parameters were calculated, showing the higher thermal stability of the immobilized
enzyme and indicating that the loss of stability of both enzymes, immobilized and free,
does not seem to be associated with significant changes in tertiary structure.

Keywords: B-galactosidase, immobilization, lactose hydrolysis, biochemical and
thermal properties.
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1 — INTRODUCAO

Praticamente todas as reagbes quimicas que se processam nos organismos
sao catalisadas. Os catalisadores bioldégicos sdo proteinas chamadas enzimas
(BORZANI et al., 2001). As enzimas atuam acelerando uma reagao
termodinamicamente possivel sem alterar a constante de equilibrio e a energia livre de
reacao (BAILEY & OLLIS, 1986). Dentre as enzimas empregadas nas industrias de
alimentos, destaca-se o uso da enzima B-galactosidase (lactase) no processamento de
leite e de seus derivados lacteos (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985; REED &
NAGODAWITHANA, 1993; LADERO et al., 2000).

O interesse em produtos lacteos com os menores teores possiveis de lactose
também esta associado a um aspecto vinculado a saude humana: o significativo
percentual de individuos intolerantes a lactose. A intolerancia a lactose é pouco
comum em criancas de origem caucasiana (brancos originarios da Europa), ocorrendo
em maior freqliéncia em criancas de outras origens, como africanos, asiaticos,
aborigenes da Oceania e amerindios (ROBERFROID & DELZENNE, 1998, citados por
MARTINS & BURKERT, 2009). Na populacdo humana adulta os indices de
intolerancia a lactose sao elevados, sendo estimados em 70% na América do Sul e
Africa, podendo chegar préximo de 100% em alguns paises da Asia, como na China e
na Tailandia (SWALLOW, 2003, citado por MARTINS & BURKERT, 2009). Nao
existem dados oficiais sobre o percentual de brasileiros que sofrem desse problema,
no entanto estima-se em mais de 58 milhdes a populacdo intolerante a lactose no
Brasil (CUNHA et al., 2007, citados por MARTINS & BURKERT, 2009).

Desta forma, a remocéao da lactose presente no leite, seus derivados e no soro,
pela acdo da B-galactosidase, constitui na atualidade uma importante operacao
unitaria da industria de alimentos (MARIOTTI et al., 2008).

A lactose é um dissacarideo que, ao sofrer hidrélise, forma como produtos a
glicose e a galactose. Industrialmente, a reacdo é catalisada pela enzima p-
galactosidase (B-D-galactosideo galactohidrolase, EC 3.2.1.23). Quantidades
consideraveis de oligossacarideos também sao formadas durante a reacado, sendo
estes considerados prebibdticos por estimularem a microflora intestinal humana
(MARTINS & BURKERT, 2009).

No entanto, um dos fatores limitantes para o uso desta tecnologia enzimatica
em larga escala reside no alto custo da enzima B-galactosidase. Uma das alternativas

tecnolégicas € o uso de enzimas imobilizadas.
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De acordo com Bickerstaff (1997), imobilizacdo € a técnica que confina uma
enzima com atividade catalitica de interesse em um sistema, impedindo sua migracao
para o meio, ou fase moével, onde se encontram o substrato e o produto, pois a enzima
fica fisica ou quimicamente associada a um suporte insolavel. A aplicacao comercial
de B-galactosidase imobilizada ainda é pouco explorada, o que tem atraido o interesse
de inUmeros pesquisadores.

As enzimas imobilizadas podem ser recuperadas apds uma batelada,
garantindo sua reutilizagdo em bateladas posteriores, reduzindo drasticamente os
custos deste insumo, sendo desta forma um fator determinante da viabilizagdo
comercial do processo. O uso de B-galactosidase imobilizada também permite a
implantacdo de sistemas continuos de producdo, com expressivos ganhos de
produtividade (MARIOTTI et al., 2008). Além disso, as enzimas estdo sujeitas a
inativagcdo por fatores fisicos, quimicos ou biolégicos, podendo ocorrer quando
estocadas ou durante o uso. Para que a catalise seja eficiente em um determinado
processo, ha a necessidade de protegé-las da interacdo com o solvente do meio
reacional, pois 0 mesmo pode provocar a inativagdo da enzima. As técnicas de
imobilizacdo fornecem estabilidade as enzimas, principalmente frente ao pH e
temperatura, diminuindo os custos operacionais e possibilitando novas aplicacoes
biotecnolégicas (NERI, 2008).

Por outro lado, as desvantagens mais notérias da imobilizagdo incluem a
aleatoriedade da interagdo suporte-enzima, o alto custo do suporte, a dessorcédo das
enzimas com o uso, a reducao da atividade catalitica devido aos efeitos difusionais, de
microambiente e estéreo-conformacionais (REGULY, 2000).

Existem inUmeros materiais inertes que podem ser usados para imobilizar
enzimas. A natureza fisica desses suportes pode variar, desde materiais geleiformes
(alginato, alcool polivinilico, carragenana) até superficies solidas (pérolas de vidro
poroso, Eupergit® C, grafite) (LIMA et al., 2001).

Portanto, a utilizagdo de enzimas imobilizadas como catalisadores do processo
vém justamente tentar reduzir ou, até mesmo, eliminar os entraves que limitam o
emprego de enzimas sollveis em aplicagbes industriais, tais como instabilidade
operacional, custos e dificuldade de sua recuperacdo (SANGEETHA et al., 2005).
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2 - OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal investigar a imobilizacdo da enzima
B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis (Lactozym®) tendo como objetivos

especificos:

- Testar os suportes Eupergit® C, quitosana e alginato na imobilizagdo de B-
galactosidase comercial, selecionando aquele mais promissor para a imobilizagdo da

enzima;

- Verificar os efeitos das variaveis temperatura, pH, forca ibnica, tempo de
imobilizacdo, concentracdo de galactose, concentracdo de fons Mg® e volume de

enzima na recuperacao da atividade enzimatica com a imobilizacdo em Eupergit® C;

- Verificar os efeitos do pH e temperatura na atividade enzimatica sobre

hidrélise da lactose, comparando enzima livre e imobilizada em Eupergit® C;

- Verificar a estabilidade térmica da enzima imobilizada em Eupergit® C,

comparando-a com a enzima livre;

- Determinar os parametros cinéticos e termodindmicos da enzima imobilizada

em Eupergit® C e da enzima livre.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 —Enzimas

2.1.1 — Consideracoes gerais

Praticamente todas as reagbes quimicas que se processam nos organismos
sao catalisadas. Os catalisadores bioldgicos sdo proteinas chamadas enzimas. A
catdlise das reacdes biolégicas é imprescindivel para a conservacao e reprodugao dos
seres vivos, uma vez que a maioria das reagbes quimicas que ocorrem nos
organismos tem, na auséncia de catalisadores, velocidades muito baixas (BORZANI et
al., 2001).

As enzimas sao formadas dentro das células de todos os seres vivos, plantas,
fungos e bactérias. Sdo elas que controlam varias funcbes vitais incluindo os
processos metabdlicos que convertem nutrientes em energia e em novos materiais
para as células, além de acelerar a reacado dos processos bioquimicos, tornando-os
mais eficientes (LEHNINGER, 1997).

As enzimas atuam acelerando uma reacao termodinamicamente possivel, sem
alterar a constante de equilibrio e a energia livre de reacdo. Uma das diferencas
basicas entre enzimas e catalisadores quimicos sintéticos é a capacidade daquelas
em catalisar reacdes sob condigbes suaves, em solucoes aquosas, a temperatura e
pressao normais, reduzindo a possibilidade de alteragcdo de compostos sensiveis ao
calor, bem como reduzindo as necessidades energéticas e os efeitos de corrosdo do
processo (BAILEY & OLLIS, 1986).

De fato, as reagbes catalisadas por enzimas tém velocidades muito altas, entre
10° e 10'? vezes maiores que as reacdes ndo catalisadas e algumas ordens de
grandeza maiores que as reacoes catalisadas por catalisadores inorganicos
(BORZANI et al., 2001).

Tanto os catalisadores quimicos, como os biolégicos, perdem gradualmente
sua atividade ao participar das reagbes que catalisam. As enzimas, de um modo geral,
sao mais frageis, porém a adicdo de enzimas aos produtos, principalmente nas
industrias de alimentos e de racdes, contribui modificando matérias-primas e/ou
obtendo produtos especificos, destacando-se os usos em panificacdo, na modificacao
de materiais amilaceos, na fabricacao de sucos de frutas, na modificacao de proteinas,
na fabricagéo de bebidas alcodlicas e de laticinios (VITOLO, 2001).
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A disponibilidade de enzimas industriais também esta condicionada a
estocagem ou armazenamento do produto enzimatico, o qual depende da
conservagao do mesmo; ou seja, a estabilidade da enzima. As enzimas em dispersao
aquosa sao intrinsecamente instaveis e altamente sensiveis a temperaturas
crescentes, na maioria dos casos. Isto ocorre porque a célula contém um rigido
condicionamento ambiental (temperatura, pH, concentracdo iénica, potencial redox)
assegurando a conformacéao terciaria ou quaternaria, natural, da proteina-enzima. A
estabilidade desta conformacdo é precaria, momentanea, pois é decorrente do
equilibrio de forcas ndo covalentes, como pareamento eletrostatico (pontes salinas),
interacdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio, todas forcas fracas, que permitem a
ligagao e o desligamento quase instantdneo da enzima com o seu substrato, formando
o complexo enzima-substrato, o qual é responsavel pela diminuicdo da energia de
ativacdo, necessaria as reacoes quimicas, nas quais ha troca de ligacoées covalentes.
O conhecimento da constituicdo de determinada enzima ou, ao menos, da existéncia
de determinados grupos, residuos ou ions, o que hoje ocorre com a maioria das
enzimas classificadas, permite exercer um controle sobre o mecanismo de ativagao,
desativagao e inibicao (REGULY, 2000).

2.1.2 — B-galactosidase

Dentre as enzimas empregadas nas industrias de alimentos, destaca-se o uso
da enzima B-galactosidase (lactase) no processamento de leite e de seus derivados
lacteos (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985; REED & NAGODAWITHANA, 1993; LADERO
et al., 2000).

B-galactosidase (B-D-galactosideo galactohidrolase, ou lactase, EC 3.2.1.23) é
amplamente distribuida em plantas, animais e microrganismos. A B-galactosidase é
conhecida por catalisar a hidrélise de B-D-galactopiranosideos, incluindo lactose,
assim como reacoes de transgalactosilacdo, por exemplo, para produzir galacto-
oligossacarideos (GOS) quando lactose ou qualquer outro receptor galactosil
apropriado é usado (NAKAYAMA & AMACHI, 1999, citados por NAKKHARAT &
HALTRICH, 2006).

O tratamento da lactose presente no leite, seus derivados e no soro, pela acéo
da PB-galactosidase, € hoje motivo de estudo para muitos pesquisadores. Esse
tratamento torna o leite adequado para a alimentacdo de individuos intolerantes a

lactose. Além disso, as p-galactosidases sdo também galactosiltransferases,
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enriguecendo os produtos lacteos com galacto-oligossacarideos, motivando
importantes pesquisas a partir da ultima década (REUTER et al., 1999; ALMEIDA &
PASTORE, 2001).

Esta enzima é amplamente usada na tecnologia de alimentos devido a varias
aplicagbes de ingredientes com lactose reduzida em alimentos. Laticinios com lactose-
reduzida ou lactose-livre tém a vantagem de serem mais facilmente digeriveis por
aquelas pessoas que sao intolerantes a lactose e tém dificuldades em consumir leite e
produtos lacteos (GREENBERG & MAHONEY, 1981; GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985,
citados por NAKKHARAT & HALTRICH, 2006).

A hidrélise enzimatica da lactose pode ser realizada tanto por enzimas livres
como por imobilizadas. A utilizacdo da enzima B-galactosidase livre e imobilizada tem
recebido bastante atencdo em industrias alimenticias para hidrolisar a lactose (GEKAS
& LOPEZ-LEIVA, 1985). Consideracdes adicionais indicam que o uso desta enzima
imobilizada aplicada na hidrélise da lactose € economicamente praticavel, apesar do
custo da enzima e do processo de imobilizagdo (GIACOMINI et al., 1998).

2.2 — Aspectos de Enzimologia
2.2.1 — Atividade enzimatica

As medidas de concentracdo de solugdes, expressas em unidades de massa
por unidades de volume, de uso corrente na Quimica, ndo tém aplicacdo para
solugdes enzimaticas, ja que para estas o que importa ndo é a massa, mas a
atividade. Desnaturagbes parciais podem levar duas solugcbes de mesma
concentragcao enzimatica a ter atividades muito diferentes. A dosagem de enzimas é
sempre feita através da medida de sua atividade, que é avaliada pela velocidade da
reacdo que a enzima catalisa. Dada a especificidade das enzimas, essa medida é
possivel mesmo na presencga de outras proteinas. Para efetuar essas dosagens, uma
amostra da solugdo contendo a enzima é incubada com concentragdes altas de
substratos (para garantir a velocidade maxima e impedir que pequenas variagdes na
concentracdo do substrato possam afetar as medidas). A velocidade da reacdo é
medida e expressa em Unidades Internacionais. Uma Unidade Internacional (U) é a
quantidade de enzima capaz de formar um pmol de produto por minuto em condicoes
6timas de medida (pH, temperatura, etc.), especificadas para cada caso (BORZANI et
al., 2001).
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2.2.2 — Influéncia do meio sobre a atividade enzimatica

A estrutura e a forma do sitio ativo sdo decorréncia da estrutura tridimensional
da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar
mudangas conformacionais na estrutura proteica. Isso torna a atividade enzimatica
dependente do meio ambiente, notadamente do pH e temperatura (BORZANI et al.,
2001). O conhecimento da constituicdo de determinada enzima ou, ao menos, da
existéncia de determinados grupos, radicais ou ions, 0 que hoje ocorre com a maioria
das enzimas classificadas, permite exercer um controle sobre o mecanismo de
ativacdo, desativacao e inibicdo (REGULY, 2000).

2.2.2.1 — Influéncia do pH sobre a atividade enzimatica

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH para o qual a sua atividade é
maxima — a velocidade da reagdo diminui a medida que o pH se afasta desse valor
6timo, que é caracteristico para cada enzima, mas, com freqiiéncia, esta proximo do
pH neutro. A influéncia do pH sobre a catalise enzimatica s6 pode ser compreendida a
partir da analise dos grupos dissociaveis presentes nos grupos R dos aminoacidos
(BORZANI et al., 2001).

O pH influencia a atividade enzimatica interferindo com a estabilidade e com a
atividade propriamente dita, pois propicia que os grupamentos do centro ativo figuem
na forma quimica adequada para interagirem com o substrato. Os efeitos interagem
juntos, mas o conhecimento do pH 6timo de atividade de uma enzima é um bom
indicador para caracteriza-la frente ao substrato, principalmente se ela pode atuar
sobre mais de um substrato. Cada substrato ser4 melhor transformado em diferentes
pHs (FURLONG, 2000)

Em resumo, a influéncia do pH sobre a catélise enzimatica é exercida sobre os
grupos dissociaveis de varios aminoacidos. Alguns desses grupos podem fazer parte
do sitio ativo ou serem importantes na manutencao da estrutura espacial da molécula.
A cada valor de pH, alguns desses grupos apresentam-se protonados ou
desprotonados. Existe uma concentracdo hidrogenidnica que propicia um determinado
arranjo de grupos protonados e desprotonados que leva a molécula da enzima a
conformacao ideal para exercer seu papel catalitico. Esse pH 6timo depende, portanto,
do numero e tipo de grupos ionizaveis que uma enzima apresenta, ou seja, depende
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de sua estrutura primaria. Quando o substrato contém grupos ionizaveis, as variacoes

de pH também poderao afetar sua carga (BORZANI et al., 2001).

2.2.2.2 — Influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica

A influéncia da temperatura sobre a cinética da reacado enzimatica compreende
duas fases distintas: em principio, aumentos de temperatura levam a aumentos de
velocidade de reagao, por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do
sistema, aumentando a probabilidade de choques efetivos entre elas. Esse efeito é
observado em um intervalo de temperatura compativel com a manutencao da estrutura
espacial da enzima. Temperaturas mais altas levam a desnaturagdo da enzima, ou
seja, a perda de sua estrutura nativa, catalitica, por alterarem as ligagbes quimicas
que mantém sua estrutura tridimensional. Rompidas as pontes de hidrogénio, que séo
ligagbes bastante termolabeis, desencadeia-se uma cascata de alteragdes estruturais,
levando a enzima a uma nova conformagéo ou a um estado sem estrutura definida; a
enzima é dita, entdo, desnaturada. A temperatura que provoca desnaturacio
naturalmente varia para cada enzima, mas, geralmente, esta pouco acima de sua
temperatura 6tima. Os agentes desnaturantes preservam apenas as estruturas
covalentes da estrutura proteica, ou seja, as ligacdes peptidicas (da estrutura primaria)
e as pontes dissulfeto (da estrutura terciaria). Nao s6 as temperaturas elevadas levam
a desnaturagao. Outras variaveis do meio que afetam as ligagcdes quimicas tém o
mesmo efeito. Assim, valores extremos de pH, provocando protonagdo ou
desprotonacéo de grupos, ocasionam perda da atividade da enzima (BORZANI et al.,
2001).

As temperaturas altas influenciam principalmente na velocidade da quebra do
complexo enzima-substrato, na afinidade da enzima com ativadores e inibidores e na
velocidade de destruicdo da enzima. Quando a temperatura do meio aumenta, a
velocidade de destruicdo da enzima é maior que a da catdlise. Este efeito pode ser
verificado pela equacdo de Arrhenius, que relaciona a velocidade de reagédo e a
temperatura absoluta. Para situagdes praticas pode-se generalizar que a maioria das
enzimas apresenta um 6timo de atividade entre 30 e 40°C. Na faixa entre 45 e 50°C,
as enzimas comecam a ser inativadas por desnaturagao térmica, que acima de 50°C é
muito rapida (FURLONG, 2000).
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Na reagao enzimatica

E+S < ES—XSE+P

a constante de velocidade K, dentro de certos limites, é fungdo crescente da
temperatura do sistema.
A influéncia da temperatura na constante de velocidade K obedece a lei de

Arrhenius, representada pela Equacéao 2.1.

K=Ae * (2.1)

onde A é a constante pré-exponencial, E; € a energia de ativacdo, R é a
constante dos gases perfeitos e T é a temperatura absoluta do sistema.

Esta equacgao exponencial pode ser trabalhada sob a forma de logaritmo para
que se possa obter uma relagéo linear entre a temperatura e a velocidade da reagéo,
em que a partir da tangente da reta se pode conhecer a energia de ativacado da reacao
aquela temperatura. Este conhecimento facilitara o calculo em termos de quantidade
de energia para que ocorra uma transformacao enzimatica que resulte no rendimento
desejado de um produto, ou para diminuir ou inibir uma transformacgao indesejavel
(FURLONG, 2000).

Devido a termolabilidade das enzimas, ao mesmo tempo em que ocorre a
reacdo enzimatica, desenvolve-se também a reacao de inativacao térmica da enzima
que atua no sistema (BORZANI et al., 2001):

E—X  E(inativada)

A constante de velocidade desta reagdo (K, também é afetada pela
temperatura de acordo com a lei de Arrhenius (Equagéo 2.2):

E

K, =Ae AT (2.2)

sendo E, correspondente a energia de ativacao da reacao de desnaturagao.
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Enquanto o valor de E, se situa no intervalo 6 a 15 kcal.mol”, o de E, é
consideravelmente maior, atingindo 50 a 150 kcal.mol™" (FURLONG, 2000).

Tanto o valor de K quanto o de Ky aumentam quando a temperatura passa de
20 a 30°C. Enquanto K (constante de velocidade de formacédo do produto) se torna
aproximadamente 2 vezes maior, Ky (constante de velocidade de inativacdo térmica da
enzima) se torna cerca de 860 vezes maior. Compreende-se, assim, por que motivo a
elevagao da temperatura acima de certo valor acarretara, devido as altas velocidades
de inativagao térmica da enzima, diminuicao da velocidade de formacdo do produto
(BORZANI et al., 2001).

A temperatura 6tima de atividade é uma caracteristica de cada enzima, embora
isto ndo seja um critério absoluto para caracterizar uma enzima, pois ndo € um
parametro fixo e pode ser influenciado por variacées de outras condicdes do ambiente,
tais como pH e tempo, sendo, portanto, aplicavel em determinadas condigbes
(FURLONG, 2000). O incremento na estabilidade térmica pode ser atribuido ao
aumento da rigidez da estrutura terciaria da proteina (KNEZEVIC et al., 2006).

Um parametro imprescindivel quando se avalia a estabilidade enzimatica é a
meia-vida, que corresponde ao intervalo de tempo necessario, a uma dada
temperatura, para que a enzima tenha sua atividade reduzida a 50% da atividade

inicial.

2.2.2.3 — Termodinamica da desnaturacao enzimatica

De acordo com Cornich-Bowden & Cardenas (2004), citados por Oliveira
(2007), organismos vivos sdo sistemas quimicos distantes do equilibrio
termodindmico, e basear-se apenas nos conceitos termodinamicos para entendé-los
nem sempre € aconselhavel. A compreensdo dos valores da energia livre e da
entalpia, por exemplo, pode ter muito a dizer sobre um processo, assim como as
constantes cinéticas que sdo mais comumente analisadas.

A energia livre de Gibbs (AG) de uma enzima é diferente para cada estado
(forma nativa e desnaturada) e indica quanto da conformacio inicial ainda esta
preservada ou ativa. A desnaturagdo s6 ocorre quando AG assume valor negativo,
indicando que o estado atual apresenta menos energia disponivel, devido a
desnaturacéo, quando comparado com o estado inicial (MODELL & REID, 1983). A
variagdo de AG de um estado para outro prediz a taxa de reacdo, por exemplo: o
aumento da concentracdo de substrato ligado aos sitios ativos da enzima diminui a
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energia livre do sistema, ou ainda, a desnaturacdo da enzima diminui a disponibilidade
de sitios reativos. Diz-se, portanto, que a energia livre de Gibbs é composta pela
energia de ligacao e a energia de ativagdo (BLANCH & CLARK, 1997, citados por
OLIVEIRA, 2007).

A entalpia (AH) é uma forma de energia chamada de funcao de estado por
depender basicamente do estado em que a variavel se encontra e ndo do caminho
percorrido até o estado atual. Por esse motivo, a variacao da entalpia de um processo
€ medida hipoteticamente tomando etapas da reacdo. Quando a etapa final absorve
muito mais energia do que o estado inicial, o valor de AH sera positivo - 0 que
normalmente acontece em processos de desnaturagéo enzimatica (DORAN, 2002).

A entropia (AS) de um sistema aumenta com o aumento da temperatura,
indicando que as moléculas estdo mais agitadas e que ha menos ordem, além de
ocorrer a quebra de numeros consideraveis de ligagbes fracas como pontes de
hidrogénio. Os grupos polares vao perdendo a capacidade de ordenar as moléculas de
agua e a liberdade dos grupos apolares expostos pelo desdobramento da proteina
aumenta o sentido de desordem (MODELL & REID, 1983).

2.2.2.4 — Efeito da concentracao de substrato sobre a atividade enzimatica

A cinética de grande numero de enzimas pode ser predita pelo modelo
matematico de Michaelis e Menten, proposto em 1913. Neste modelo encaixam-se as
reacdes onde ha saturacdo a um determinado valor de substrato oferecido, ou seja,
nao ha incremento na velocidade de reacdo independente do aumento da
concentracdo de substrato. A Equacgéo 2.3, que representa este modelo, descreve o
comportamento da velocidade da reacdo enzimatica em relacdo ao aumento da
concentracdo de substrato, em que V, é a velocidade inicial de reacdo, S, é a
concentracao inicial de substrato, Vs € a velocidade maxima e K, é a constante de

Michaelis-Menten.

K, +[S] 239)

0

Quando Sy<<Kp, ou seja, para baixas concentragdes de substrato, a equacao
representa uma condicdo em que 0 aumento na concentracdo de substrato implica
num aumento proporcional da velocidade da reacao, correspondendo a uma reacao de
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primeira ordem com respeito ao substrato. Para Sy>>K,, a equagdo reduz-se a
Vo=Vman OU seja, significa que a concentragcdo de substrato ndao € mais o fator
limitante, ja que seu aumento nao acarreta aumento na velocidade de reagao (reacao
de ordem zero). Quando Sy=K,, Vo=Vms/2, significando que K, é igual a concentragao
de substrato em que a enzima atinge metade de sua velocidade maxima. K, tem um
valor caracteristico para cada reacdo enzimatica, e quanto menores seus valores,
maior é a afinidade da enzima pelo substrato (FURLONG, 2000).

Lineweaver e Burk, em 1934, propuseram um método grafico linearizando a
equacao de Michaelis e Menten, consistindo em inverter os componentes da equacao
inicial, conforme Equacao 2.4, permitindo os calculos dos parametros K, e Vnax pelos
coeficientes angular e linear da reta.

1Ky 1T
VO Vméx SO Vmax (2 ' 4)

Quando se processa uma reacao enzimatica a temperatura étima, pH étimo,
concentracdo de substrato constante e os demais fatores adequados, observa-se que
inicialmente ocorre uma relacao linear entre a velocidade da reacdo € o aumento da
concentracdo da enzima. Numa segunda etapa observa-se uma estabilizagdo na
velocidade de reacdo, indicando que a concentragdo da enzima ndo é mais um fator
limitante, mas sim a concentracdo do substrato. Entdo, para encontrar a atividade
maxima da enzima, €& necessario balancear a relagdo concentracdo de enzima e
concentracdo de substrato (FURLONG, 2000).

2.3 — Imobilizacao de Enzimas

2.3.1 — Consideragoes gerais

Considerando uma célula intacta qualquer, verifica-se que existem centenas de
macromoléculas (acidos nucléicos, proteinas, polissacarideos, lipoproteinas, dentre
outras) dispostas dentro de um volume extremamente pequeno, o0 que
necessariamente deve provocar um forte inter-relacionamento entre elas. Dentre as
mais de 2000 enzimas conhecidas, a maioria delas encontra-se associada a
membranas. Por conseguinte, as enzimas em seu meio natural agem como tipicos

catalisadores heterogéneos, isto €, encontram-se insolubilizadas. J& em 1916, Nelson
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e Griffin demonstraram a viabilidade de se adsorver a invertase em carvao ativo, sem
perda apreciavel da atividade enzimatica inicial. Contudo, foi a partir dos anos 60 que
as pesquisas se intensificaram no sentido de estabelecer métodos eficientes para ligar
enzimas, quer por meios fisicos quer quimicos, a suportes inertes insoluveis. Deve-se
a Katchalski a introducdo dos primeiros suportes Uteis na preparacao das enzimas
imobilizadas (LIMA et al., 2001).

Imobilizagao é uma técnica que confina uma enzima com atividade catalitica de
interesse em um sistema, prevenindo assim sua migracdo para o meio onde se
encontram o substrato e o produto, de forma que a enzima encontre-se fisica ou
quimicamente associada a um suporte ou a uma matriz. As enzimas em solucao se
comportam como outro soluto qualquer, tendo total liberdade de movimento, mas
quando imobilizadas sua liberdade é altamente restringida (BICKERSTAFF, 1997). As
enzimas imobilizadas podem ser usadas de forma repetida e continua (GROSOVA et
al., 2007)

Algumas propriedades particulares das enzimas, tais como sua néo
reutilizacdo, alta sensibilidade a diversos agentes desnaturantes e presenca de
adversos efeitos sensoriais e tecnolégicos podem dificultar o efetivo uso das enzimas
(NIJPELS, 1981; GEKAS et al., 1985, citados por HAIDER & HUSAIN, 2007). Muitas
dessas limitacbes indesejaveis podem ser superadas pelo uso de enzimas
imobilizadas. Enzimas imobilizadas tém demonstrado serem mais vantajosas para
catdlises do que enzimas livres (HUSAIN et al., 1985; SALEEMUDDIN & HUSAIN,
1991; AKHTAR et al., 2005, citados por HAIDER & HUSAIN, 2007).

A utilizagdo de enzimas imobilizadas como catalisadores de processo vem
justamente tentar reduzir ou até mesmo eliminar os entraves que limitam o emprego
de enzimas sollveis em aplicacbes industriais, tais como instabilidade operacional,
custos e dificuldade de recuperacdo para a reutilizacdo ap6s o término do processo
catalitico (REGULY, 2000).

As enzimas estdo sujeitas a inativagdo por fatores quimicos, fisicos ou
biolégicos, podendo esta ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a
catdlise seja eficiente em um determinado processo, ha a necessidade de protegé-las
da interagcdo com o solvente, meio no qual é realizada a reagéo, pois 0 mesmo poderia
provocar a inativacdo, impossibilitando a catalise da reacdo. Frente a este problema,
novas técnicas de imobilizagdo tém sido desenvolvidas para fornecer a estabilidade
das enzimas e facilitar sua recuperacao e reutilizagédo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).
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Outro fator relevante para a utilizacdo de enzimas imobilizadas é que se
estabelece um maior controle sobre o processo, pois se torna possivel parar a reacao
quando necessario, alterando algum parametro de reagao ou fechando-se a vazao do
biorreator. O emprego de enzima livre acarreta a inevitavel presenga do biocatalisador
como parte integrante do meio, caso nao houver uma etapa de separagao da enzima
(SANGEETHA et al., 2005).

A imobilizagdo de enzimas oferece inimeras vantagens sobre as enzimas
sollveis. A imobilizacdo permite o reuso das enzimas e pode fornecer um melhor
ambiente para a atividade catalitica. O uso de pB-galactosidase imobilizada na
producéo de leite com baixo teor de lactose tem sido descrita por varios autores
(BAKKEN et al., 1989 ; ZHOU et al., 2003; LADERO et al., 2005, citados por HAIDER
& HUSAIN, 2007).

O uso de enzimas sollveis tem diversas desvantagens, tais como instabilidade
e sensibilidade as condicoes de processo, exceto naquelas 6timas. Por essas razoes,
a aplicagao de biocatalisadores em fase sélida tem sido cada vez mais importante. As
vantagens das enzimas imobilizadas sé@o que os biocatalisadores geralmente podem
ser usados repetidamente em sucessivas bateladas, ou o processo pode
eventualmente ser levado em um reator operando continuamente (BIRO et al., 2008).

As industrias requerem enzimas que tenham altas produtividade e estabilidade
para usos repetidos e por periodo extenso. A imobilizagdo enzimatica apresenta
muitas vantagens importantes se comparada ao uso de enzimas soluveis: reutilizagao,
operacao continua, formacao de produto controlada, e processamento simplificado e
eficiente (TURECEK et al., 1990, citados por MARIOTTI et al.,, 2008). Reatores
continuos fornecem altas produtividades e minimizam o tempo de downstream, custo
da enzima e o capital de investimento (ABRAHAM et al., 2004, citados por MARIOTTI
et al.,, 2008), e oferece um design atrativo para os reatores de enzimas (ROY &
GUPTA, 2003).

Varias técnicas e suportes estdo sendo avaliados para a imobilizagdo de
importantes enzimas industriais. Enzimas tém sido imobilizadas em suportes por
absorcao fisica, ligacdo covalente, entrelacamento ou cross-linking. Imobilizacdo é
uma ferramenta atrativa com vantagens potenciais, incluindo aumento da estabilidade
comparada a enzima sollvel, melhor controle de operacéao, facilidade de separacéao
dos produtos de reacédo, evitando contaminacido do produto com o biocatalisador e
flexibilidade do design do reator. Assim, a imobilizagdo torna possivel o eficiente uso
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de uma enzima em uma aplicacdo industrial (GREENBERG & MAHONEY, 1981;
GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985, citados por NAKKHARAT & HALTRICH, 2007).

O método a ser usado depende fundamentalmente do objetivo, ou seja, do
processo catalitico no qual a enzima vai ser usada, porque fatores como natureza dos
reagentes, solubilidade, compatibilidade com o suporte, matriz ou capsula, etc., além
do custo, ditam a aplicabilidade deste ou daquele método (REGULY, 2000).

2.3.2 - Métodos de imobilizacao

Existem dois tipos de suportes para a imobilizacdo de enzimas, os que as
aprisionam fisicamente e os que as aderem a superficie. No primeiro caso, sao
encapsulados em glébulos ou fibras feitas de polissacarideos, de proteinas ou de
polimeros sintéticos. No segundo, as enzimas sao fixadas ao suporte de imobilizacdo
diretamente por ligacdes quimicas (ibnicas ou covalentes) (MEERSMAN, 1992).

Muitos métodos diferentes de imobilizagdo tém sido desenvolvidos, incluindo
entrelacamento em alginato de calcio e em fibra de acetato de celulose, ligacao
covalente em quitosana, espuma de poliuretano, gelatina e pé de ossos (D' SOUZA,
2002, citado por NAGANAGOUDA & MULIMANI, 2006). Alguns desses métodos
resultam em baixos rendimentos de imobilizacdo ou continuas perdas de enzimas
(NAGANAGOUDA & MULIMANI, 2006).

Em principio os métodos de imobilizacdo podem ser classificados em alguns
tipos basicos, com o mesmo propdsito de reter altas concentragbes de enzimas,
divididos em retencéo fisica, unido quimica e métodos combinados (ALVES, 2008):

2.3.2.1 — Retencao fisica

Encapsulamento

A enzima é imobilizada no interior de esferas, cujo envoltério é constituido por
um polimero geleiforme e semipermeavel. O procedimento classico consiste em se
dissolver a enzima em uma solugédo aquosa de alginato de s6dio, que é gotejada sobre
uma solucdo aquosa contendo ions bivalentes (Ca®*, por exemplo). T4o logo a gota de
alginato de sédio entra em contato com a solugao salina, forma-se uma esfera, dentro

da qual as moléculas de enzima ficam retidas, cuja membrana é constituida pelo
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polimero de alginato de calcio (VITOLO & CARREIRA, 1992, citados por LIMA et al.,
2001).

A imobilizacdo por encapsulacdo pode ocorrer através da separacdo por
membranas, na qual a enzima encontra-se fisicamente separada do meio de reacao,
através de uma pelicula (membrana) semipermeavel ou em membranas fibrosas
semipermeaveis, que consiste no confinamento da enzima numa dada regidao da
solugdo, através de uma membrana semipermeavel. A separagdo por membranas

acarreta em limitagdes difusionais intensas (BARON, 2008).
Entrelagamento em polimero ou matriz

As enzimas sdo aprisionadas entre as malhas de um polimero geleiforme. A
eficiéncia do entrelacamento, a permeabilidade do gel e sua resisténcia mecanica
dependerao da composicdo dos reagentes e da natureza do mondmero utilizado
(FORESTI & FERREIRA, 2007, citados por BARON, 2008).

2.3.2.2 — Uniao quimica
Adsorcao

Este método consiste na adsorgdo da enzima em um suporte inerte, através de
ligagOes eletrostaticas ou hidrofdbicas, tais como interagdes ibnicas, “for¢as de van der
waals”, ligagbes de hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo. Este tipo de imobilizacdo
causa uma pequena modificagdo na estrutura nativa da enzima, se comparado aos
outros tipos de imobilizacdo, e, por isso, geralmente nao promove perda da atividade
catalitica (VINU et al., 2005).

Formacéo de ligagbes covalentes

A unido covalente de uma enzima a um suporte é talvez o método de
imobilizagdo mais interessante do ponto de vista industrial. Este método confere maior
resisténcia a desnaturacado pela temperatura, por solventes organicos ou pH, pois
aumenta a estabilidade da estrutura terciaria da enzima (ARROYO, 1998). E o mais
usado para a imobilizacdo da enzima [-galactosidase. As enzimas sao
covalentemente ligadas ao suporte através dos grupos funcionais que nao sao
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essenciais a sua atividade catalitica. Comparado aos outros métodos tem as seguintes
vantagens: as enzimas nao se separam do suporte, o biocatalisador pode interagir
facilmente com o substrato, desde que esteja na superficie do suporte. Por outro lado,
as principais desvantagens sao o alto custo e baixo rendimento devido a exposicao do
biocatalisador a reagentes t6xicos ou condi¢des severas de reagdo (GROSOVA et al.,
2007). Em geral, as reacbes sao feitas em meio aquoso, a temperatura entre 0°C e
25°C e o pH proximo a neutralidade. A escolha das condi¢des ira depender da
estabilidade da enzima e do suporte frente ao pH de formacdo das ligacdes
covalentes, assim como da estabilidade das ligacées suporte-enzima frente ao pH de
utilizagéo do sistema imobilizado (LIMA et al., 2001).

Cross-linking

Também denominada reticulagcdo ou entrecruzamento, € uma técnica utilizada
amplamente na estabilizagdo de muitas enzimas. A reticulagdo consiste no uso de
reativos bifuncionais que originam unidées intermoleculares entre as moléculas de
enzima, resultando em ligacdes irreversiveis, capazes de resistir a condi¢gdes extremas
de pH e temperatura (ARROYO, 1998).

2.3.2.3 — Métodos combinados

No caso de um Unico método ainda nao apresentar estabilidade suficiente,
pode-se aplicar métodos em sequéncia como cross-linking da enzima seguido da
imobilizacdo ou o cross-linking da enzima ja imobilizada. Esta pratica é indicada pois
evita a perda de propriedades mecanicas além de produzirem compostos estaveis a
extremos de pH e temperatura (OLIVEIRA, 2007).

2.3.3 - Tipos de suportes para imobilizacao de enzimas

Embora se apliquem diversas técnicas de imobilizagdo a inUmeras enzimas,
nao existe um método universal valido para todas as enzimas em todos os casos
(ARROYO, 1998). Na literatura existem inUmeros materiais inertes que podem ser
usados para imobilizar enzimas. A natureza fisica desses suportes pode variar, desde
materiais geleiformes (alginato, alcool polivinilico, carragena) até superficies solidas
(laminas de aco, pérolas de vidro poroso, Eupergit® C), recobertas com alguma
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substancia capaz de interagir com a enzima (CANILHA et al., 2006). Na Tabela 1.1

sao apresentados alguns exemplos de materiais usados como suportes.

Tabela 1.1 — Classificagdo de suportes inertes.

Tipo de suporte Materiais Porosidade Estabilidade
N&ao poroso Vidro, silica, aco - Alta

Microencapsulado Triacetato de celulose 35A Moderada
Entrelacado Poliacrilamida, PVP Variada Baixa
Macroporoso Alumina, silica 200-1000 A Alta

Fonte: LIMA et al. (2001).

Enzimas podem ser imobilizadas em varios suportes e por diferentes métodos.
Para propositos praticos, suportes com particulas de tamanho na faixa de milimetros
sado usados, principalmente. Entretanto, mais e mais estudos sdo relatados para a
imobilizacdo de enzimas em microparticulas com grande superficie especifica e
numerosos sitios ativos para as moléculas de enzimas serem fixadas (GUO et al.,
2003; BUDRIENE et al., 2005, citados por BIRO et al., 2008). Além do mais, por causa
do tamanho muito pequeno das particulas do suporte, o impedimento a difusao interna
diminui (BIRO et al., 2008).

De acordo com Bickerstaff (1997), a escolha do suporte para a imobilizacao
deve considerar as seguintes caracteristicas: estabilidade frente aos parametros de
processo e ataque microbiano; funcionalidade quimica; durabilidade e capacidade de
reutilizacdo; compatibilidade aceitavel com a enzima e substrato; custo e facilidade de
manuseio.

A escolha do método de imobilizagdo e do tipo de suporte dependera,
essencialmente, de dois fatores: das caracteristicas peculiares da enzima e das
condicdes de uso da enzima imobilizada. Geralmente as condicées de imobilizacdo
para uma dada enzima sé poderdo ser estabelecidas empiricamente. O procedimento
consiste em se imobilizar a enzima em varios suportes por meio de diferentes
métodos, avaliando-se, a seguir, a atividade do sistema imobilizado. Logicamente o
binbmio suporte-método mais adequado sera aquele que propiciar maior atividade
apés a imobilizagao (LIMA et al., 2001).
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2.3.3.1 — Imobiliza¢ao utilizando Alginato de Calcio como suporte

O alginato é extraido de algas marrons como Laminaria digiata e Macrocystis
pyrifera. E um polissacarideo altamente degradavel quando aquecido por tempo
prolongado. Sua viscosidade aumenta em pH abaixo de 4,0 e, também, pela presenca
de ions Ca®*, com os quais pode formar géis (HEO et al., 2000). Em termos
moleculares, o alginato é um polissacarideo linear composto de dois blocos principais
formados por unidades de acido manurénico (M) e acido gulurénico (G), unidos por
ligacdes 1,4, podendo variar em composicao e seqléncia, dependendo da alga de
origem (Figura 2.1) (JUNIOR, 2006).

Figura 2.1 — Estrutura molecular do polissacarideo alginato.

O entrelacamento em alginato de célcio € um método rapido, atdxico, de facil
reprodutibilidade e de baixo custo. Na presenca de cations monovalentes o alginato
forma sais em agua, mas na presenca de cations polivalentes como Ca**, Ba**, Sr** é
formado um polimero inerte através de reagdo de troca idnica, formando uma malha
polimérica com o biocatalisador no interior dos espacos vazios, propriedade esta
usada para ainclusao de enzimas na matriz do alginato (STAMATIS et al., 2006).

Vantagens como baixo custo, grande disponibilidade no mercado, possibilidade
de ampliacdo da escala de producgéo e a aceitacdo das substancias utilizadas para a
imobilizagao (alginato e cloreto de célcio) como aditivos na produgao de alimentos tém
sido citadas na literatura (CORCORAN, 1985). Entre as desvantagens do uso desse
polimero como suporte destacam-se a instabilidade estrutural na presenca de agentes
quelantes do ion célcio (como fosfato, lactato e citrato), a tendéncia das esferas em
sofrer dilatacdo na presenca de cations monovalentes e as limitagdes impostas a
transferéncia de substratos e produtos (FREEMAN & LILLY, 1998).
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2.3.3.2 — Imobilizacéo utilizando Eupergit® C como suporte

Eupergit® C é um suporte que consiste em microesferas macroporosas,
desenvolvido através da copolimerizacdo de N, N' - metileno-bis-metacrilamida, glicidil-
metacrilato, alil-glicidil-éter e metacrilamida. Este suporte € quimicamente estavel em
qualquer valor de pH, podendo imobilizar uma enzima na faixa de pH na qual ela é
estavel e ndo perde sua atividade catalitica. Eupergit® C também é mecanicamente
estavel, uma vez que nao apresentou nenhum desgaste apos 650 ciclos de operacao
em reatores de mistura com volumes de substrato de até 1000L (KATCHALSKI-
KATZIR & KRAEMER, 2000).

Este suporte ja foi avaliado para a imobilizacdo de varias enzimas: [-
galactosidase de Bacillus circulans, a-galactosidase de Aspergillus oryzae, para
transformar lactose em glicose e galactose, ou produzir galactooligossacarideos
(HERNAIZ & CROUT, 2000).

Eupergit® C liga proteinas via seus grupos oxiranos que reagem a pHs neutro e
alcalino com os grupos amino da molécula de uma enzima para formar ligacoes
covalentes que sao termicamente estaveis dentro de uma faixa de pH de 1,0 a 12
(Figura 2.2). Eupergit® C pode também ligar moléculas de enzima via seus grupos
sulfidrila e carboxila em uma faixa de pH &cido, neutro e alcalino (ALTPEKIN et al.,
2010).

methacrylamide HaC = »=C0 NHz

H H H .-O\
allyl glycidyl o -G-0-grC-CHy +  HeN
ether I H HIH

M-methylene-bis- N
methacrylamide H

Eupergit

HO H
H H H

Figura 2.2 — Estrutura da Eupergit® C e a imobilizagdo covalente de uma

enzima.
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Devido a alta densidade dos grupos oxiranos na superficie das esferas (600
HMol/gseca Eupergit® C), enzimas sdo imobilizadas em varios locais de sua estrutura.
Este fenbmeno é chamado ligacdo multipontual, que é considerado o principal fator
para a alta estabilidade operacional de enzimas ligadas em Eupergit® C. O
procedimento de imobilizacdo de enzimas em Eupergit® C é simples: a enzima é
dissolvida em tampao, misturada com Eupergit® C e mantida a 20-25°C por 24 a 100 h.
A enzima imobilizada é entdo lavada com agua e tampéao para ser usada em sua
aplicacao subseqgliente. A capacidade de ligacdo de uma enzima é em torno de 100
Mproteina/Jewpergit. ¢ (PESO seco). Eupergit® C é comercialmente disponivel em todo
mundo, e quantidades tdo grandes (diversas toneladas por ano) tém sido empregadas
por companhias para a produgao de biocatalisadores. Tem, entretanto, também se
tornado padrdo para imobilizacdo covalente de enzimas (KATCHALSKI-KATZIR &
KRAEMER, 2000).

2.3.3.3 — Imobilizacao utilizando Quitosana como suporte

Quitosana é um polissacarideo formado principalmente por unidades de 2-
amino-2-deoxi-D-glicose, que estdo ligadas por ligacdes B-1,4. Ela é obtida por
deacetilagdo com um tratamento alcalino drastico de quitina, que é o principal
componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos e também nas paredes
celulares de alguns fungos. Quitosana tem sido usada como suporte na imobilizagéo
de microrganismos e enzimas, tais como a-quimotripsina e fosfatase acida
(MUZZARELLI, 1976, citado por CARRARA & RUBIOLO, 1994), B-glicosidase de
Aspergillus (BISSET, 1978, citado por CARRARA & RUBIOLO, 1994), fosfatase
alcalina e pepsina (HIRANO, 1979, citado por CARRARA & RUBIOLO, 1994) e
penicilina G-acilase (BRAUN, 1989, citado por CARRARA & RUBIOLO, 1994). O custo
desse material com relagdo a outros usados como suporte & baixo. A quitosana
(Figura 2.3) € um heteropolissacarideo derivado da N-desacetilagdo da quitina
(CHATTERJEE et al., 2005). Quitina e quitosana tém numerosas aplicacoes, como a
purificagdo de agua e bebidas (KNORR, 1991, citado por CARRARA & RUBIOLO,
1994), e, devido as suas propriedades antimicrobianas, sdo usadas para promover a
redugdo no crescimento microbiano (POPPER, 1990, citado por CARRARA &
RUBIOLO, 1994) e como material de revestimento preservativo (GAOUTH, 1991,
citado por CARRARA & RUBIOLO, 1994).
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Figura 2.3 — Estrutura quimica do polissacarideo quitosana.

A quitosana é um material ndo-téxico, biocompativel e biodegradavel (CHEN et
al., 2006; KUMAR, 2000, citados por BIRO et al., 2008). Diferentes tamanhos de
quitosana nas particulas do suporte podem ser formadas por diversos métodos, tais
como precipitacdo, emulsao cross-linking, spray drying (HE et al., 1999; FILIPOVIC-
GREIC et al., 2003, citados por BIRO et al., 2008), goticulas de emuls&o coalescente e
método de micelas reversas (AGNIHOTRI et al., 2004, citados por BIRO et al., 2008).
Seus grupos amino e hidroxila - apds modificacbes quimicas - possibilitam o
acoplamento de enzimas (KRAJEWSKA, 2004, citado por BIRO et al., 2008). Desta
forma, a quitosana é frequentemente usada com material de suporte para imobilizagéo
de enzimas (SPAGNA et al., 1998; PORTACCIO et al., 1998; SPAGNA et al., 2002,
citados por BIRO et al., 2008).

Uma das mais recentes linhas de pesquisa sobre quitosana diz respeito ao
desenvolvimento de suportes para imobilizacdo de células, farmacos e biomoléculas.
Neste contexto, o polimero é utilizado como matéria-prima no desenvolvimento de
membranas, filtros e microesferas (beads), os quais podem ser utilizados em diversos
ramos da biotecnologia (GUIBAL et al., 2005).

Suportes baseados em polimeros naturais, tais como celulose, dextrana,
amido, quitina, quitosana ou agarose podem ser alternativas Uteis aos suportes
inorganicos para a técnica de imobilizacdo, por causa da possibilidade de fazer
ligagbes covalentes e também das dimensbées bem definidas de seus poros
(KRAJEWSKA, 2004).

A imobilizacdo enzimatica em quitosana pode principalmente ser alcancada por
meio da reacdo do glutaraldeido entre os grupos amino livres da quitosana e as
moléculas da enzima para formar ligagdes covalentes (BOOKLET OF IBFLKB, 1983;
BRAUN, 1989, citados por CARRARA & RUBIOLO, 1994). Este biopolimero sollvel,
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em pH 5,5, pode formar géis por acao de um polication com trifosfato de sédio pela
oposicdo da carga eletrolitica (KNORR, 1985, citado por CARRARA & RUBIOLO,
1994), que permite obter matrizes em diferentes configuracdes e tamanhos.

2.4 — Reator de Leito Fixo para Imobilizacao de Enzimas

Embora diversas configuracoes de reatores tenham sido relatadas para a
imobilizacdo de enzimas, o reator de leito fixo é geralmente selecionado para
aplicagbes industriais ou comerciais por causa de sua alta eficiéncia, facilidade de
operacao e simplicidade geral. Este tipo de reator mostra aumento de eficiéncia devido
a sua mais alta concentracdo de enzima por unidade de volume, e seu pequeno
volume livre. Ele é também mais apropriado que um reator de mistura quando a
enzima selecionada esta sujeita a inibicdo (LILLY & DUNNIL, 1976, citados por
NAKKHARAT & HALTRICH, 2007).

2.5 — Efeitos Causados pela Imobilizacao Enzimatica

O suporte e a enzima nao sao superficies complementares €, logo apos a
primeira ligagdo entre eles, a enzima perde flexibilidade. Quando a enzima esta em
solucdo ela se comporta como qualquer outra molécula dispersa no meio e tem total
liberdade de movimento e acesso ao substrato, o que ndo é possivel quando esta
enzima esta imobilizada em um suporte fisico (BICKERSTAFF, 1997).

Geralmente, as enzimas imobilizadas sdo mais estaveis a mudancas de pH e
temperatura do que as mesmas enzimas sob a forma solivel. Mesmo quando
suspensas em agua, estas enzimas insolubilizadas por imobilizagdo, permanecem
estaveis e ativas por meses, de onde advém a possibilidade de seu reuso. A
separacdo dos produtos e reagentes também é mais facil, pois basta lavagem do
catalisador. Pela imobilizagdo, uma enzima se encontra em um microambiente, o qual
pode ser muito distinto do existente quando livre em solucéo, devido a natureza fisico-
quimica do suporte. Assim, por exemplo, o pH 6timo podera ser outro. Como é o caso
da quimiotripsina imobilizada por adsor¢cao em caolinito, de alta carga; a enzima tem o
seu pH 6timo duas unidades acima do pH 6timo da enzima livre. O mesmo se da com
a fosfatase, cujo pH é mais elevado quando imobilizada (REGULY, 2000).

Ao se agregar uma enzima a um material inerte, por mais suave que seja o

procedimento, é razoavel esperar algum tipo de efeito sobre sua atividade catalitica, a
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qual esta intimamente relacionada com a estrutura da macromolécula. Dentre os

varios efeitos que a imobilizacdo pode causar salientam-se (LIMA et al., 2001):

Efeitos estéricos

Quando a enzima é ligada ao suporte, ela pode sofrer alguma mudanca na
conformagdo, o que podera abalar sua eficiéncia catalitica. Além disso, como o
processo de interagdo enzima-suporte € quase sempre aleatério, podera suceder que
a regido do sitio ativo se torne menos acessivel ao substrato (impedimento estérico), o
que acarreta, também, uma queda na atividade. Esses efeitos sdo de dificil
quantificacdo, e para minimiza-los o unico modo é o de padronizar o melhor possivel

os procedimentos de imobilizagao (LIMA et al., 2001).

Efeitos do microambiente

Quando a molécula enzimatica é ligada a um suporte sélido inerte, ela vai ficar
sujeita a uma circunvizinhancga algo diferente do que quando se acha livre. Esse fato
podera se refletir sobre os valores dos parametros cinéticos. Os efeitos da
circunvizinhanga, que dependem da natureza fisica e quimica do suporte, podem
acarretar uma distribuicdo desigual do substrato, produto e cofatores entre a regiao
vizinha ao sistema imobilizado e o resto da solugcdo. Um exemplo dessa influéncia é o
caso das interacdes eletrostaticas e/ou hidrofébicas entre o suporte e as espécies
quimicas de baixo peso molecular, o que torna os parametros cinéticos dependentes
da concentracdo das mesmas. O comportamento cinético de uma enzima presa a um
suporte carregado pode diferir daguele apresentado pela enzima livre, mesmo que os
efeitos difusionais estejam ausentes. Esse comportamento pode ser atribuido ao fato
de que a concentragdo de espécies quimicas carregadas (substratos, ions, produto,
etc.) nas proximidades da enzima imobilizada é diferente daquela do resto da solucéo,
devido as interacoes eletrostaticas daqueles elementos com as cargas do suporte
(LIMA et al., 2001).

Efeitos difusionais

Quando a enzima é imobilizada sobre ou dentro de um suporte sélido, o
substrato deve se difundir do seio da solucdo até o sitio ativo da enzima. Assim,
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quando a velocidade de difusdo do substrato € menor do que a velocidade de
transformacao pela enzima, a velocidade observada é mais baixa do que a esperada
para uma dada concentracdo de enzima em solugdo, visto que nem todas as
moléculas de enzima estardo em contato com o substrato, isto é, ndo se atinge a
saturacdo. Existem dois tipos de resisténcias difusionais: resisténcias difusionais
externas e efeitos difusionais internos (LIMA et al., 2001).

Verifica-se que os fatores que influem na estabilidade e, com isso, na atividade,
sao multiplos. Pelo que os resultados publicados, da avaliacdo da estabilidade térmica
de enzimas imobilizadas, sdo variados e muitas vezes contraditérios, havendo
citagdes tanto de aumento da estabilidade com a imobilizagdo, como de diminui¢do. A
maior vantagem do uso de enzimas e células imobilizadas em relagdo as mesmas
enzimas em estado livre, em solugao, é o alargamento do periodo de manutencao da
atividade catalitica, motivo, alias, do interesse na imobilizagdo (REGULY, 2000).
Demonstrou-se que, nos casos onde o uso de enzima imobilizada foi possivel, os
custos de processo diminuiram em pelo menos 50% (LIMA et al., 2001).

Nao se justifica 0 reuso de uma enzima, através da imobilizagdo onde ndo ha
bom aumento da estabilidade. Devem ser levados em conta e convenientemente
balanceados os custos da enzima livre, em bruto ou isolada, os custos da
imobilizacdo, a produtividade do processo catalitico (g de produto/h, unidade de
atividade enzimatica) para decidir sobre a conveniéncia, tanto do isolamento, quanto
da imobilizagao da enzima (REGULY, 2000).

2.6 — Imobilizacao de B-galactosidase

Albayrak & Yang (2002) estudaram a imobilizagdo de p-galactosidase
produzida por Aspergillus oryzae em fibras de algoddo. A condicdo 6tima para a
ativacdo e o mecanismo da imobilizagdo da enzima foram investigados, sendo que a
maxima atividade da enzima foi obtida em pH 4,5. A enzima imobilizada foi
caracterizada quanto a sua estabilidade térmica, nao havendo alteragdo da atividade
durante 15 dias, a 40°C.

Ladero et al. (2000) estudaram a imobilizacdo da enzima B-galactosidase de
Kluyveromyces fragilis em silica-alumina. Quanto aos resultados obtidos nesse estudo,
a maxima temperatura a ser empregada para a hidrolise da lactose com a enzima

imobilizada foi 40°C. A atividade da enzima apds a imobilizagao foi, em todos os casos
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estudados, igual ou maior que 50% da atividade da enzima livre. Verificaram também
que a imobilizagdo em silica-alumina nao alterou o pH étimo da enzima.

B-galactosidase de Aspergillus oryzae foi imobilizada em fibras compostas de
alginato e gelatina, reticuladas com glutaraldeido. Essa imobilizagao resultou em 56%
da atividade relativa retida por 35 dias, sem queda. As condigbes 6timas nao foram
afetadas pela imobilizacdo, e o pH 6timo e a temperatura para a enzima livre e
imobilizada foram, respectivamente, iguais a 4,5 e 50°C, para ambas as formas da
enzima. A enzima imobilizada foi mais estavel a altos pH e temperatura. Os
parametros de cinética para a B-galactosidase sollvel e imobilizada foram também
determinados, sendo os valores calculados de K, para as enzimas livre e imobilizada
iguais a 42 e 51 mM, respectivamente (TANRISEVEN & DOGAN, 2002).

Serio et al. (2003) estudaram o comportamento de -galactosidase imobilizada
com ligacdo covalente em diferentes Oxidos, tais como alumina, silica e alumina
silicada. Foi observada uma forte dependéncia das atividades da enzima imobilizada
em ambas naturezas quimica e fisica dos suportes. Houve um baixo rendimento (ndo
excedendo 5%) na retencédo da atividade enzimatica, explicada pelo bloqueio dos
poros do suporte com as moléculas de enzima antes da adigao do glutaraldeido.

Lactozym® foi imobilizada em esferas de celulose via ligacdo quimica com
epicloridrina. Foi observada recuperagao da atividade maior que 90%, medida pela
hidrélise da lactose. A enzima imobilizada pode ser reutilizada trés vezes sem
qualquer mudanca na performance do reator de leito fluidizado. A hidrdlise da lactose
de soro pela enzima imobilizada foi testada em modo continuo a 30°C. O leito
fluidizado pode também hidrolisar lactose de leite (60%) dentro de 5 h. Os dados
mostraram que esta enzima, a partir de uma fonte de status GRAS, pode também ser
usada para desenvolver um processo para a hidrélise da lactose de soro como
também na producdo de leite com baixo teor de lactose. A preparacao otimizada foi
caracterizada em termos de seus parametros cinéticos. O parametro cinético K, da
enzima livre sofreu alteragéo de 1,7 para 2,3 mM na imobilizagao em polimero soltvel.
O valor de Vs da enzima imobilizada mostrou uma queda desprezivel para 63,7
mmol.min™* (contra 77,5 mmol.min™ para a enzima livre) (ROY & GUPTA, 2003).

Zhou & Chen (2001) estudaram a imobilizacdo de [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis em superficie de grafite usando glutaraldeido como reagente de
cross-linking com um rendimento na atividade especifica de 17% e 25%, enquanto a
capacidade da enzima foi 1,8 e 1,1 U.cm® da area da superficie externa do grafite,

respectivamente. Os parametros K, e Vs para a enzima livre foram estimadas em
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1,74 mM e 77,34 umol o-nitrilfenol.min”.mgenima ', respectivamente. A hidrélise da
lactose a concentracbes de 5% (p/v) da enzima imobilizada também foi investigada. O
grau de hidrélise da lactose foi de aproximadamente 70%, a 37 °C, em um periodo de 3
h. A enzima imobilizada apresentou uma boa conservacao e estabilidade operacional.

B-galactosidase de Aspergillus oryzae foi fisicamente reticulada em gelatina
misturada a fibras de alginato hidrogel, endurecido com glutaraldeido. O rendimento
da imobilizacdo foi de 71,75%. As condigbes otimas ndo foram afetadas pela
imobilizagéo, e o pH e temperatura para as enzimas livre e imobilizada foram de 4,8 e
50°C, respectivamente. A enzima imobilizada foi mais estavel a altos pH e
temperatura. Para melhorar o sistema de imobilizacdo, poliéis, como o glicerol, foram
usados com diferentes quantidades de alginato e gelatina. A atividade da enzima (-
galactosidase livre diminuiu rapidamente e o tempo de meia-vida foi em torno de 5
dias a 4°C. A enzima imobilizada continuou muito ativa por um longo periodo de tempo
e esta enzima perdeu cerca de 70% de sua atividade original em um periodo de 60
dias, conservada a 4°C. O estudo revelou que B-galactosidase entrelacada em fibras
de alginato e gelatina mostrou alto rendimento de imobilizagédo e grande estabilidade
na conservacao. Imobilizagdo de enzimas em gelatina requer processo adicional e o
procedimento envolve congelamento e descongelamento, o que desnatura a enzima e
diminui a eficiéncia da imobilizagdo (NAGANAGOUDA & MULIMANI, 2006).

Dwevedi & Kayastha (2009) otimizaram a imobilizacdo de B-galactosidase de
Pisum sativum dentro de duas matrizes: Sephadex G-75 e esferas de quitosana. A
eficiéncia da imobilizacao foi de 75,66% e 75,19% alcancadas com Sephadex G-75 e
quitosana, respectivamente. Quitosana-PsBGAL foi melhor apropriada para aplicacao
industrial baseada em seu amplo pH de aplicacdo e temperatura o6tima, alta
estabilidade térmica, reutilizagcdo, etc. Sephadex-PsBGAL e Quitosana-PsBGAL
mostraram muita variacdo em suas propriedades cataliticas com respeito a enzima
soluvel. Cerca de 50% de perdas na atividade de Sephadex-PsBGAL e Quitosana-
PsBGAL foram observados apods 12 e 46 dias, a 4°C, respectivamente. Quitosana-
PsBGAL mostrou maior taxa de hidrélise da lactose presente no leite e soro a
temperatura ambiente e a 4°C que Sephadex-PsBGAL. Em ambos os casos, a lactose
de soro de leite foi hidrolisada a maiores taxas que a de leite.

Diferentes preparactes de B-galactosidase de Escherichia coli foram obtidas
por uso de diferentes suportes e estratégias de imobilizagdo (ligagao de glioxil, epoxi,
ou grupos BrCN ou por cross-linking por glutaraldeido em matrizes contendo grupos
amino primarios). Em todos os casos, a recuperagao das atividades ficou entre 50% e
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quase 100% (utilizando ONPG como substrato). A imobilizacdo alterou a
especificidade da enzima. A enzima imobilizada em Eupergit® 250L diminuiu sua
atividade para 70% na hidrolise de ONPG (PESSELA et al., 2007).

Bisset & Sternberg (1978) descreveram a imobilizagdo de -galactosidase em
quitosana por glutaraldeido e compararam algumas das propriedades da enzima livre
e imobilizada. O pH 6timo para ambas as enzimas foi aproximadamente igual a 4,5.
Entretanto, a enzima imobilizada mostrou maior atividade a baixo pH. Este efeito pode
ser causado pelo microambiente da matriz da quitosana. Para intervalos de 30 min de
ensaio, a temperatura 6tima foi de 15 a 20°C maior para a enzima imobilizada. Acima
de 75°C a atividade da enzima imobilizada caiu devido a desnaturacdo da enzima. A
forma livre da B-galactosidase foi estavel a 50°C por 40 dias, e, mesmo apos 67 dias,
85% da atividade original estava ainda retida. A 65 e 70°C a enzima livre foi
rapidamente inativada; considerando essas temperaturas, a enzima imobilizada estava

relativamente estavel.
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3 — MATERIAL E METODOS
3.1 — Material
3.1.1 — Enzima

A enzima utilizada foi a B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis
Lactozym®, cedida pela Novozymes (Dinamarca).

3.1.2 — Suportes

Foram utilizados nos experimentos de imobilizacdo enzimatica os suportes

Eupergit®C, Quitosana e Alginato, adquiridos de Sigma Co. (St. Louis, EUA).
3.1.3 - Reagentes

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico, adquiridos de
Merck Co. (Darmstadt, Alemanha) e Vetec (Brasil).

3.2 — Métodos
3.2.1 — Testes preliminares de imobilizagao
3.2.1.1 — Imobilizacéo utilizando Eupergit® C como suporte
Foi testado o procedimento adaptado de Aslan & Tanriseven (2007),
envolvendo a reacgdo de 400 mg de Eupergit® C com 400 pL da enzima em tampao

fosfato de potassio. Apds a imobilizacado, a solucao foi filtrada e lavada com tampéao
fosfato de potassio (10 mL, 0,1 M, pH 6,6, 0,1 mM de Mg?*).
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3.2.1.2 - Imobilizacao utilizando Quitosana como suporte

O procedimento utilizado foi uma adaptacéao de Bir6 et al. (2008). Inicialmente,
para o preparo das esferas, quitosana (2,5% m/v) foi dissolvida em uma solucéo
aquosa de acido acético (5% m/v). A solucéo foi gotejada para uma solugao de NaOH
1 N na razdo 1:10 e mantida em repouso por 20 min. As macroesferas obtidas foram
filtradas e lavadas com agua destilada até a neutralidade e a reticulacdo da enzima foi
feita pela adicdo de 0,7 mL de glutaraldeido, 10 mL de tampao fosfato de potassio
0,05 M (pH 6,6) com 1 mM Mg?, para cada 1 g de gel, agitando-se por 1 h a 25°C,
seguindo-se a lavagem com agua destilada para remocao do excesso do agente de
reticulacdo. As esferas foram estocadas a 4°C, em tampdo. A imobilizagdo em
macroesferas de quitosana foi executada adicionando 1 g de particulas em uma
mistura de 9,35 mL de tampa&o fosfato de potassio 0,05 M (pH 6,6) com Mg®* e 0,65
mL de Lactozym®. A mistura foi levemente agitada a 25°C por 3 h, entdo as enzimas
imobilizadas foram lavadas com o mesmo tampao fosfato de potassio e estocadas em
tampao a 4°C.

3.2.1.3 — Imobiliza¢ao utilizando Alginato de Calcio como suporte

Baseou-se no método proposto por Ates & Mehmetoglu (1997). Foram
preparadas trés solucbes: alginato 2% em agua destilada, aquecida a 80°C para
solubilizacido; solucao de cloreto de calcio 300 mM preparada em tampéao fosfato de
potassio 0,05 M, pH 7; e uma solucdo de enzima diluida 1:3 em tampao fosfato de
potassio. Adicionou-se 20 mL da solucdo de enzima em 20 mL de solugao de alginato,
homogeneizou-se e gotejou-se na solucdo de cloreto de célcio para a formagao de
esferas com a enzima imobilizada. Apds a imobilizagcao, deixou-se em repouso por 24
h a 4°C. Lavou-se com agua destilada para posterior utilizacao.

3.2.1.4 — Avaliacao dos resultados

Os ensaios preliminares de imobilizacdo de Lactozym® foram realizados em
duplicata para cada suporte.

Para cada ensaio foi calculada a recuperacdo da atividade enzimatica na
imobilizacdo, correspondente ao percentual de atividade enzimatica imobilizada em

relagéo ao total de unidades de atividade de enzima livre utilizada na imobilizagao.
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As atividades enzimdticas foram determinadas de acordo com o método de
hidrélise da lactose descrito no item 3.2.4.1.

Os dados assim obtidos foram submetidos ao teste t a fim de verificar
diferengas significativas (p<0,05) entre as técnicas de imobilizagdo utilizadas quanto a
eficiéncia de imobilizacdo, selecionando o suporte mais adequado para a imobilizacao
de Lactozym®.

3.2.2 — Screening de variaveis na imobilizagao - Planejamento Plackett-Burman

Foi proposto um Planejamento Plackett-Burman composto por 12 ensaios e 3
réplicas no ponto central. Os ensaios foram realizados variando os seguintes fatores:
temperatura (10; 17,5; 25°C), pH do tampao fosfato de potassio (6,6; 7,0; 7,4), forca
ibnica do tampao utlizado (0,1; 0,8; 1,5 M), tempo de reacdo (8; 16; 24 h),
concentragdo de galactose (0; 15; 30 mg.mL™"), concentracdo de Mg®* (1; 5,5; 10 mM)
e volume de enzima adicionada (0,1; 0,25; 0,4 mL), conforme a Tabela 4.2.

A resposta avaliada foi a recuperacdo da atividade enzimatica. Os resultados
obtidos foram tratados no software Statistica 5.0 (StatSoft Inc, USA)

3.2.3 — Caracterizacao da enzima livre e imobilizada

Foram avaliados os efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade da
enzima livre e imobilizada na reagédo de hidrolise da lactose (item 3.2.4.1), bem como
avaliada a estabilidade térmica da enzima e determinados os parametros cinéticos e

termodinadmicos das mesmas.

3.2.3.1 — Determinacao do perfil de pH

Foi estudada a influéncia do pH na atividade das enzimas livre e imobilizada na
temperatura de 37°C, testando o pH em quatro diferentes tampdes no preparo da
solucao de lactose: acetato de s6dio 50 mM (pH 4,6; 5,0; 5,6), citrato de sddio 50 mM
(pH 4,6; 5,6; 6,0), fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0; 6,6; 7,0; 7,3; 8,0) e tris-HCI 50
mM (pH 7,3; 7,6; 8,0; 8,6).
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3.2.3.2 — Determinacgao do perfil de temperatura

A influéncia da temperatura na reagao enzimatica foi determinada através das
atividades das enzimas B-galactosidase livre e imobilizada, em tampéao fosfato de
potassio 50 mM e pH 6,6, nas temperaturas de 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55 e 60°C
sobre o substrato lactose, conforme o item 3.2.4.1.

3.2.3.3 — Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das enzimas livre e imobilizada foi estudada em termos
de meia-vida (t;2), constante cinética de desnaturacédo térmica (K, e energia de
ativagdo para a reagao de desnaturagdo (Eg). A enzima foi mantida em diferentes
temperaturas na auséncia de substrato, em tampao fosfato de potassio, pH 6,6, sendo
determinada a atividade sobre a hidrélise da lactose (item 3.2.4.1) em intervalos de
tempo pré-definidos.

Levando em consideracdo que em altas temperaturas a cinética de

desnaturacao é de 12 ordem, pode ser obtida a Equagéo 3.1:

%: Kd[E] (3.1)

Integrando a Equacao 3.1, considerando, na equacao de velocidade da reacéo,
Ky constante quando a temperatura é mantida constante, obtém-se a Equacgao 3.2:

/n(vj =-K,t (3.2)

Graficando In(V/Vo) em funcao do tempo, determina-se o valor de K, para cada
temperatura, e com Kjy calcula-se a t;» da enzima, definida como sendo o tempo
necessario para perder 50% de sua atividade inicial, ou seja, V/V, = 0,5. Logo, ti2

pode ser determinada a partir da Equagéo 3.3:
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Sendo K, funcdo da temperatura na Equacao de Arrhenius, conforme Equacao
3.4:

E,

K,=Ae AT (3.4)
Integrando a Equacao de Arrhenius , obtém-se a Equacéo 3.5:

E
K, ) ===~ + In(A) 3.5

A partir da Equagao de Arrhenius linearizada, através da inclinagao da reta

determina-se a energia de ativagao da reagédo de desnaturacao (Ey).
3.2.3.4 — Determinacao dos parametros cinéticos Ky, € Vimax

Para o célculo dos parametros cinéticos K, e V., foi empregado o método

grafico de Lineweaver-Burk, a partir do modelo de Michaelis-Menten (Equagao 3.6).

_ Vméx [SO ]
"k, ) .

Através da linearizacdo da Equacao 3.6 se obtém a equacéo 3.7:

(3.7)

Graficando 1/S, versus 1/V,, obtém-se os valores de K, e V. através dos

coeficientes angular e linear da reta.

3.2.3.5 — Determinacao dos parametros termodinamicos
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A energia livre de Gibbs (AG), a entalpia de inativacdo (AH) e a entropia de
inativacdo (AS) foram determinadas pelas Equacbes 3.8, 3.9 e 3.10 (Ustok et al.,
2010).

K, h
AG = —RTln( KT j (3.8)

Onde R é a constante universal dos gases (8,314 J.mol'.K"), T é a
temperatura absoluta, h é a constante de Plank (6,6262 x 10" J.s) e K é a constante
de Boltzmann (1,3806 x 10%°J.K™).

AH =E,-RT (3.9)

AH - AG
AS = (—T j (3.10)

3.2.4 — Métodos analiticos

3.2.41 - Determinacao da atividade de B-galactosidase livre e imobilizada

utilizando como substrato lactose

A atividade das enzimas livre e imobilizada foi determinada a partir da adicao,
respectivamente, de 0,04 mL e 0,04 g da enzima em uma solucéo de lactose 5% como
substrato em tampao fosfato de potassio, pH 6,6 (0,025 M KH2PO,, 0,025 M Na,HPQ4,
e 1 mM Mg?), sob agitacdo em banho-maria a 37°C, ou a temperatura e pH pré-
determinados, de acordo com o caso. Aliquotas de aproximadamente 3 mL foram
retiradas em intervalos de tempo pré-definidos (a cada 3 min e 5 min para as enzimas
livre e imobilizada, respectivamente), inativadas a 100°C por 5 min e a glicose liberada
foi quantificada utilizando um kit enzimatico-colorimétrico Glicose PAP Likuiform
(Labtest, Brasil), com leitura da absorbancia a 505 nm. A conversao a concentragdo de
glicose foi feita por curva de calibragdo previamente determinada. Uma unidade de
atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir
1 ymol de glicose por minuto, nas condi¢cdes do ensaio (adaptado de SZCZODRAK,
2000).



CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO



CAPITULO IV 39

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Ensaios Preliminares de Imobilizacao

A Tabela 4.1 mostra os resultados obtidos referentes a imobilizagdo de B-
galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis (Lactozym®) em diferentes suportes
(valores médios de dois experimentos). A recuperacdo da atividade enzimatica foi
calculada com base no valor da atividade inicial da enzima p-galactosidase,

determinada sobre o substrato lactose (item 3.2.4.1).

Tabela 4.1 — Testes preliminares de imobilizacdo de p-galactosidase de
Kluyveromyces lactis (Lactozym®) em diferentes suportes e andlise estatistica dos
resultados (teste t)*.

Suporte Recuperacao da Atividade Enzimatica (%)**
Alginato 2,43°
Quitosana 6,27"
Eupergit® C 41,862
*Letras iguais representam que néo ha diferengas significativas (p<0,05)
** Média

Observa-se que o suporte Eupergit® C mostrou-se promissor em relagdo aos
demais suportes testados, tendo apresentado diferencas significativas a 95% de
confianca em relacdo aos demais suportes, atingindo-se em média 41,86% de
recuperacao da atividade enzimatica, enquanto a quitosana e o alginato nao diferiram
significamente entre si (p<0,05).

Estes resultados demonstram a aplicabilidade do procedimento de imobilizacao
em Eupergit® C para a enzima em estudo. Com relagdo aos demais suportes, 0s
resultados obtidos foram inferiores aos mencionados na literatura.

Gaur et al. (2006) imobilizaram B-galactosidase de Aspergillus oryzae em
quitosana, sendo que a recuperacdo enzimatica apos o processo de imobilizacao foi
de 18,4%. No trabalho de Tanriseven & Dogan (2002), B-galactosidase produzida por
Aspergillus oryzae foi imobilizada em fibras compostas de alginato e gelatina,
reticuladas com glutaraldeido. Essa imobilizagdo resultou em 56% da atividade relativa
retida por 35 dias, sem decréscimo da atividade. Jordao et al. (2001), trabalhando com
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células de Kluyveromyces lactis, contendo B-galactosidase, relataram diminuicdo de
4.5 vezes na atividade da enzima apds imobilizagdo em alginato.

Desta forma, optou-se por utilizar o suporte Eupergit® C na seqiiéncia do
estudo. No entanto, os demais suportes podem ser retomados em estudos posteriores,
buscando a maximizacdo da recuperagdo da atividade enzimatica através de
mudancas nas condicdes de imobilizacao.

4.2 - Planejamento Plackett-Burman para Imobilizacdo em Eupergit® C

A matriz do Planejamento Plackett-Burman proposto esta apresentada na
Tabela 4.2, tendo como resposta a recuperacao da atividade enzimatica.

Tabela 4.2 — Matriz do Planejamento Plackett & Burman para a imobilizagdo de B-
galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym®) com valores codificados (reais) e
recuperacao da atividade enzimatica.

G Mg*
Ensaio T(C) pH FI(M) t(h) (mg/mL) (mM) E(mL) R (%)
1(25) -1(6,6) 1(15) -1(8 -1(0) -1(1) 1(04) 8502

—_

2 125)  1(7,4) -1(0,1) 1(24) -1(0) -1(1) -1(0,1) 4,82
3 1(10)  1(74)  1(15) -1(8) 1(30) -1(1) -1(0,1) 26,08
4 125) -16,6) 1(1,5) 1(24) -1(0) 1(10) -1(0,1) 40,18
5 125)  1(7,4) -1(0,1) 1(24) 1(30) -1(1) 1(04) 2,65
6 125)  1(7,4) 1(1,5) -1(8) 1(30) 1(10) -1(0,1) 11,55
7 1(10)  1(74)  1(1,5) 1(24) -10) 1(10) 1(0,4) 9,73
8 1(10)  -1(6,6) 1(1,5) 1(24) 1(30) -1(1) 1(0,4) 25,82
9 1(10)  -1(6,6) -1(0,1) 1(24) 1(30) 1(10) -1(0,1) 2,86
10 125 -1(6,6) -1(0,1) -1(8) 1(30) 1(10) 1(0,4) 10,55
11 -1(10)  1(74) -1(0,1) -1(8) -10) 1(10) 1(0,4) 3,3
12 -1(10) -1(6,6) -1(0,1) -1(8) -1(0) -1(1) -1(0,1) 2,86
13 0(175) 0(7)  0(0,8) 0(16) 0(15) 0(55) 0(0,25) 5,26
14 0(175) 0(7)  0(0,8) 0(16) 0(15) 0(55) 0(0,25) 5,67
15 0(175) 0(7)  0(0,8) 0(16) 0(15) 0(55) 0(0,25) 5,27

T: temperatura; Fl: forga ibnica; t: tempo; G: concentracdo de galactose; Mg®": concentracédo de fons

magnésio; E: volume de enzima; R: recuperagao da atividade enzimatica.
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A andlise estatistica dos resultados permitiu a obtengao dos efeitos principais
das variaveis estudadas sobre a recuperacdo da atividade enzimatica, conforme
Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Efeitos principais das variaveis sobre a recuperacdo da atividade

enzimatica.

Fator Efeito (%) Erro padrdo t(6) p-valor
Média* 17,9 4.1 4,3 0,0048
Curvatura -25,1 18,4 -1,4 0,2226
T 13,1 8,2 1,6 0,1626
pH* -17,3 8,2 2,1 0,0807
FI* 30,3 8,2 3,7 0,0104
T 7,2 8,2 -0,9 0,4188
G -12,0 8,2 -1,5 0,1965
Mg?* -13,2 8,2 -1,6 0,1591

E 6,4 8,2 0,8 0,4676

T: temperatura; FI: forga idnica; t: tempo; G: concentracdo de galactose; Mg™": concentracéo de fons
magnésio; E: volume de enzima; R: recuperagao da atividade enzimatica.
*p<0,1

Pode-se observar, a partir da Tabela 4.3, que a imobilizagao foi fortemente
influenciada pela forga ibnica do meio, sendo que o aumento da concentragao salina
de 0,1 M para 1,5 M incrementou a resposta em cerca de 30% (p<0,1). Este efeito
positivo provavelmente ocorreu devido ao aumento das forcas de interagdes
hidrofébicas na imobilizacdo (MARTIN et al., 2003).

O incremento do pH de 6,6 para 7,4 provocou um efeito inverso ao da
concentragao salina, diminuindo em média 17,3% a recuperagao da atividade de B-
galactosidase em Eupergit® C. Por outro lado, 0s grupos epdxi do suporte podem
reagir com grupos amino, sulfidrila e hidroxila da enzima, formando ligagées O-C e N-
C extremamente estaveis (CHO et al., 2006). O aumento de pH tende a favorecer a
imobilizagdo, sendo que em valores superiores a 10 ha predominio da forma
desprotonada da lisina (pK 10,7), permitindo o ataque nucleofilico aos grupos epéxi
(MATEO et al., 2007). No entanto, no presente caso, a enzima tem pouca estabilidade
nesta faixa de pH (superior a 10). Na faixa de estudo proposta, estariam
predominando interacbes com os grupos amino terminal e sulfidrila da enzima.

Portanto, o efeito observado deve estar relacionado a estabilidade da enzima frente ao
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pH, sendo que o aumento efetuado, apesar de pequeno, pode levar ao incremento da
desnaturagdo da enzima, quando se considera o perfil de pH tipico de uma B-
galactosidase de levedura.

As modificagdes do nivel inferior (-1) para o nivel superior (+1) das demais
variaveis estudadas resultaram em efeitos estatisticamente nao significativos (p<0,1)
no percentual de imobilizacdo enzimatica. Nestes efeitos, o incremento de 0,1 mL para
0,4 mL no volume de enzima bem como de 10°C para 25°C na temperatura
aumentaram a resposta em média 6,4% e 13,1%, respectivamente, o que é
interessante, pelo melhor aproveitamento do suporte em termos de quantidade de
enzima imobilizada e pela possibilidade de conduzir a técnica de imobilizacdo sem
necessidade de refrigeracdo. De acordo com Cho et al. (2006) o aumento da relacao
suporte-enzima pode implicar em um maior nimero de interagdes multipontuais por
molécula de enzima presente, implicando em mudancas na estrutura globular e perda
da atividade enzimatica. E, apesar de temperaturas inferiores reduzirem a
desnaturacéo, segundo Mateo et al. (2007) o uso de temperaturas moderadas pode
favorecer a formagao de ligagées entre enzima e suporte.

Efeitos contrarios, influenciando a resposta de maneira a diminuir o percentual
de imobilizacdo, resultaram do aumento na concentracdo de galactose, na
concentragdo do fon Mg® e no tempo de imobilizacdo, diminuindo em média 12,0,
13,2 e 7,2% na recuperacao da atividade enzimatica, respectivamente. Também aqui
€ vantajoso, em termos econdmicos, imobilizar sem o uso de galactose (que, como
inibidor competitivo, poderia proteger o centro ativo da enzima), com uma menor
adicdo de sais de Mg®* e utilizando um menor tempo.

O melhor resultado apresentado, de 85,02% de recuperagdo da atividade
enzimatica na imobilizacdo, é referente ao ensaio 1, correspondente as seguintes
condicoes: forca idbnica de 1,5 M (nivel +1), pH 6,6 (nivel -1), temperatura de 25°C
(nivel +1), tempo de imobilizacdo de 8 h (nivel -1), 1 mM de Mg** (nivel -1), auséncia
de galactose (nivel -1) e 0,4 mL de enzima livre (nivel -1), corroborando com a analise
de efeitos principais realizada. Esse valor de recuperagdo da atividade enzimatica
(85%) é cerca de 2 vezes superior ao valor médio obtido nos testes preliminares de
imobilizagao da enzima em Eupergit® C (41,86%) realizados neste trabalho.

Estes resultados foram considerados promissores quando comparados aos
mencionados na literatura. Zhou & Chen (2001) conseguiram cerca de 25% de
imobilizagcdo de B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Maxilact® LX500) em grafite.

Com B-galactosidase produzida por Aspergillus oryzae, Sun & Zhang (2009) atingiram
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60,35% de recuperacdo da atividade enzimatica apdés a imobilizacdo utilizando
quitosana. Haider & Husain (2009) conseguiram 96,5% de retencao da atividade de -
galactosidase de Aspergillus oryzae, mas utilizando um suporte com imunoafinidade

(lgG-celulose).

4.3 — Caracterizacao das Enzimas Livre e Imobilizada

4.3.1 — Determinacao do perfil de pH

A relacdo que existe entre a atividade enzimatica com o pH para qualquer
enzima depende do comportamento acido-basico da enzima e do substrato, e ainda de
outros fatores que nem sempre sdo faceis de serem analisados quantitativamente
(FURLONG, 2000). As curvas de variagao da atividade das enzimas em diferentes
valores de pH refletem o pH no qual importantes grupos doadores ou receptores de
prétons no sitio catalitico estdo em seus estados de ionizacdo adequados
(LEHNINGER, 1997).

A Figura 4.1 mostra o perfil de pH para as enzimas nas formas livre e

imobilizada (valores médios de trés experimentos).
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Figura 4.1 — Perfil de pH para B-galactosidase livre e imobilizada.
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A maioria das enzimas apresenta um valor de pH caracteristico em que sua
atividade é maxima, em valores acima ou abaixo deste valor a atividade se reduz,
podendo ocorrer desnaturacdo irreversivel em extremos de pH. Em geral, lactases
oriundas de leveduras apresentam um pH 6timo em torno de 6,0 — 7,0 (GEKAS &
LOPEZ-LEIVA, 1985), como observado neste trabalho. O pH étimo de uma enzima
depende de varios parametros experimentais, incluindo tempo de reacao, temperatura,
natureza e concentragdo de substrato, natureza e concentragdo do tampéo, forga
ibnica do meio e pureza da enzima (WHITAKER, 1994).

Comparando as enzimas livre e imobilizada, verifica-se que ambas J-
galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym®) livre e imobilizada apresentaram
pH étimo 6,6 com queda acentuada da atividade acima e abaixo deste valor (Figura
4.1). Observa-se ainda que a enzima livre ndo apresentou atividade enzimatica abaixo
de pH 6,0, enquanto que para a enzima imobilizada houve atividade enzimatica até
4,6, mesmo que reduzida. Por outro lado, a enzima, quando imobilizada, né&o
apresentou atividade enzimatica em tampao Tris-HCI (pH 7,6 a 8,6).

Ladero et al. (2000) estudaram a imobilizacdo da enzima B-galactosidase de
Kluyveromyces fragilis em silica-alumina e verificaram também que a imobilizagéo nao
alterou o pH étimo da enzima. No entanto, no trabalho de Zhou & Chen (2001), a
imobilizagdo de B-galactosidase em grafite levou a uma mudanga no pH 6timo para um
valor mais alcalino (7,7), comparado com a enzima livre (6,6).

Hernaiz & Crout (2000) estudaram a imobilizagao de B-galactosidase comercial
produzida pela bactéria Bacillus circulans em Eupergit® C. Avaliando o comportamento

na faixa de 4 a 7, o pH 6timo sofreu alteracdo de 6,0 para 5,3 com a imobilizagao.
4.3.2 — Determinacao do perfil de temperatura

A influéncia da temperatura na reagéo enzimatica foi determinada através das
atividades das enzimas [-galactosidase livre e imobilizada na faixa de 25 a 60°C, em
tampao fosfato de potassio pH 6,6, conforme Figura 4.2 (valores médios referentes a

trés experimentos).
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Figura 4.2 — Perfil de temperatura para -galactosidase livre e imobilizada.

A partir dos dados apresentados, a temperatura na qual a enzima apresentou
maior atividade catalitica foi a de 45°C, tanto livre quanto imobilizada. Pode-se verificar
ainda que a enzima livre apresentou maiores valores de atividade entre 37 e 45°C,
com uma queda acentuada acima de 45°C, associada a desnaturacao proteica,
comportamento similar também observado para a enzima imobilizada. As reacoes
enzimaticas, como na maioria das reagdes quimicas, tém sua velocidade aumentada
pelo aumento da temperatura, dentro da faixa de temperatura em que a enzima é
estavel e mantém sua atividade integral. Ao se aumentar a temperatura, espera-se um
aumento na atividade da enzima, sendo isto resultado de colisbes entre enzima e
substrato, este aumento na atividade cessa quando se inicia a desnaturacao,
ocasionada por elevadas temperaturas, quando as colisées se tornam desordenadas,
tendendo ao rompimento das interagbes moleculares da estrutura enzimatica,
diminuindo sua atividade catalitica.

Ladero et al. (2001), estudando a imobilizagédo de B-galactosidase proveniente
de Kluyveromyces fragilis em silica-alumina, verificaram que a maxima atividade foi
alcancada a 40°C, apO6s a enzima apresentou-se menos reativa. Segundo Alves
(2008), a temperatura étima para a B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT

7082 bruta, livre e imobilizada, foi de 37°C e 40°C, respectivamente. Quinn et al.
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(2001) estudaram os efeitos da temperatura e pH na atividade catalitica da enzima j3-
galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em grafite, utilizando glutaraldeido

como reagente de cross-linking. A maxima atividade enzimatica ocorreu a 50°C.

4.3.3 — Calculo da energia de ativacao pela equacao de Arrhenius

Para levar todas as moléculas de um mol de uma substancia até o estado de
transicdo, necessita-se de uma quantidade de energia definida como energia de
ativagado (E;) (BORZANI et al., 2001). Para seu célculo, utilizou-se os valores da
atividade enzimatica em funcdo da temperatura, para ambas as enzimas livre e

imobilizada (Tabelas 4.4 e 4.5), a partir da Equacao 3.2.

Tabela 4.4 — Dados usados na construcédo do gréfico In (V) versus 10°/T para o célculo

da energia de ativagéo para a enzima B-galactosidase na forma livre.

T(C)  T(K) 10°T (K') _ Atividade Enzimatica __ In (V)
Média (U.mL"")*

25 298,15 3,35 3621,78 8,19

35 308,15 3,25 6148,89 8,72

37 310,15 3,22 7531,11 8,93

40 313,15 3,19 8016,44 8,99

45 318,15 3,14 8336,00 9,03

* Valores médios de trés experimentos

Tabela 4.5 — Dados usados na construcéo do gréafico In (V) versus 10°/T para o célculo

da energia de ativagao para a enzima B-galactosidase na forma imobilizada.

T (°C) T(K) 10T (K') _ Atividade Enzimatica In (V)
Média (U.g")*
25 298,15 3,35 1440,74 7,27
30 303,15 3,30 2032,59 7,62
35 308,15 3,25 2590,67 7,86
37 310,15 3,22 2564,44 7,85
40 313,15 3,19 2760,74 7,92
45 318,15 3,14 3180,59 8,06

* Valores médios de trés experimentos
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Para o célculo da E;para as enzimas livre e imobilizada, foi graficado /n (V) em
funcdo do inverso da temperatura (Figuras 4.3 e 4.4), que representa a forma
linearizada de Arrhenius, em que o coeficiente angular corresponde a -E./R.

9,1

In (V)=-4,243971000/T+22,4798
9,0 . R2=0,92 ]
8,9
8,8

8,7

8,6

In(V)
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8.1 ——
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1/Temperatura x 103 (K")

Figura 4.3 — Efeito da temperatura na atividade de B-galactosidase de Kluyveromyces

lactis (Lactozym®) livre para o célculo da energia de ativacéo.
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Figura 4.4 — Efeito da temperatura na atividade de -galactosidase de Kluyveromyces

lactis (Lactozym®) imobilizada para o célculo da energia de ativacéo.
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Considerando R igual a 8,314 J.mol".K " e levando em consideragdo que o eixo
das abscissas est4d em uma escala 10°, a energia de ativacédo calculada corresponde a
35,28 kdmol™ e 29,46 kJmol ' para as enzimas livre e imobilizada, respectivamente.
Segundo Yu & Li (2006), quanto menor a energia de ativacdo, menor sera a barreira
de energia para a catalise e, conseguentemente, menor é o tempo necessario para a
obtencao da concentracao de produto desejada.

De acordo com Whitaker (1994), a energia de ativagao (E,) para transformacao
de reagentes em produtos em reacdes enzimaticas esta compreendida entre 6,0 e
15,0 kcal.mol™ (correspondendo a 25,10 a 62,76 kJ.mol™"). Comparado com os valores
encontrados neste estudo, pode ser observado que os mesmos estdo dentro dessa

faixa relatada na literatura, tendo sido maior para a enzima livre.

4.3.4 — Estabilidade térmica da enzima

4.3.4.1 - Calculo da energia de ativacao para a reacao de desnaturacao

Para o célculo da energia de ativagcdo da reagdo de desnaturagédo (Eg), foi
preciso determinar o valor de K, para cada temperatura, graficando /n(V/V,) em funcao
do tempo. Conforme a Equacéo 3.2, K, corresponde ao coeficiente angular da reta. Os
valores de Ky obtidos na faixa de 30°C a 45°C estéo apresentados nas Tabelas 4.6 e
4.7, para as enzimas livre e imobilizada, respectivamente, sendo utilizados para

construcao dos graficos apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6.

Tabela 4.6 — Dados usados na construcdo do grafico -In(Ky) versus 10°/T (K'') para o
célculo da energia de ativagdo da reagdo de desnaturagdo para a enzima pB-

galactosidase na forma livre.

T(C) T (K) 10°/T (K') Ky(h')* -In(Ky)
30 303,15 3,30 0,0088 4,74
35 308,15 3,25 0,0274 3,6
40 313,15 3,19 0,0768 2,6
45 318,15 3,14 1,5989 -0,47

* Valores médios de dois experimentos
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Tabela 4.7 — Dados usados na construcdo do grafico -In(Ky) versus 10°/T (K'') para o
célculo da energia de ativagdo da reagdo de desnaturagdo para a enzima pB-

galactosidase na forma imobilizada.

T(°C) T (K) 10°/T (K') Ky(h')* -In(Ky)
30 303,15 3,30 0,0085 4,77
35 308,15 3,25 0,0099 4,61
40 313,15 3,19 0,0264 3,64
45 318,15 3,14 0,3908 0,94

* Valores médios de dois experimentos

A constante cinética de desnaturacao térmica (Kj) é inversamente proporcional
a estabilidade térmica da enzima, ou seja, quanto menor o valor de K, maior é a
estabilidade (LEHNINGER, 1997). Neste estudo, a enzima livre apresentou maiores
valores de Ky comparada a enzima imobilizada, demonstrando o aumento da
estabilidade térmica devido ao processo de imobilizagao.

ALBAYRAK & YANG (2002) compararam as enzimas (3-galactosidase livre e
imobilizada em fibras de algodao quanto a estabilidade térmica. Foram estudadas as
temperaturas de 40°C, 50°C e 60°C. As constantes de desnaturagéo térmica (Ky)
determinadas foram iguais a 0,0017, 0,0141 e 0,3325 h™, para a enzima livre, e
0,00007, 0,00060 e 0,01420 h'", para a enzima imobilizada.

Sendo Ky fungdo da temperatura de reacao, segundo a equacdo de Arrhenius
(Equagédo 3.4), para a determinacdo da energia de ativagdo da reagdo de
desnaturacédo E, graficou-se -In(K,) versus10°/T, conforme apresentado nas Figuras
4.5 e 4.6, obtendo-se uma reta correspondente a equacgéao linearizada de Arrhenius,

onde o coeficiente angular corresponde a E4/R.
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Figura 4.5 — Dados experimentais das constantes de desnaturacao térmica
-In(Ky) em funcdo do inverso da temperatura para o calculo da energia de ativacao da

reacdo de desnaturacdo (E,) da enzima livre.
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Figura 4.6 — Dados experimentais das constantes de desnaturacao térmica
-In(Ky) em funcédo do inverso da temperatura para o calculo da energia de ativacao da

reacao de desnaturacao (E,) da enzima imobilizada.
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Considerando R igual a 8,314 J.mol'.K', as energias de ativacdo para a
reacdo de desnaturacdo determinadas para as enzimas livre e imobilizada foram,
respectivamente, 266,12 kJ.mol" e 198,77 kJ.mol

Segundo Whitaker (1994), a energia de ativagdo para a reacdo de
desnaturacéo da enzima fica compreendida entre 50 e 150 kcal.mol™ (cerca de 209,21
kd.mol' a 627,62 kJ.mol"). Alves (2008), caracterizando a B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 quanto a estabilidade térmica, obteve energias
de ativacao de 100 e 106 kcal.mol™ (iguais a 418,4 kJ.mol ' e 443,5 kJ.mol™") para as
enzimas livre e imobilizada, respectivamente. Quinn et al. (2001) estudaram a
imobilizacdo da enzima [-galactosidase de Kluyveromyces lactis em grafite, utilizando
glutaraldeido como reagente de cross-linking. A energia de ativacdo para a reacao de
desnaturacéo encontrada para a enzima imobilizada foi de 47,5 kcal.mol™ (igual a 199
kJ.mol"). Os valores de E, para as enzimas em estudo estdo de acordo com os

valores relatados na literatura.
4.3.4.2 — Meia-vida

A meia-vida da enzima (t2) é definida como sendo o tempo necessario para a
enzima perder 50% de sua atividade inicial, sendo calculado a partir da Equacéo 3.3 a

partir dos valores de Kd. Os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Meia-vida para enzima livre e imobilizada nas diferentes temperaturas e

fatores de estabilizagéo (F).

T(C) tyzuiv (h) ti/2imob (h) F
30 79,80 82,04 1,03
35 25,30 70,18 2,77
40 9,03 26,38 2,91
45 0,43 1,78 4,14

* Valores médios de dois experimentos

Liv: enzima livre: Imob: enzima imobilizada

Observa-se que os valores de meia-vida diminuiram com o aumento da
temperatura na faixa de 30°C a 45°C, tanto para enzima livre (de 79,80 h para 0,43 h)
como para a enzima imobilizada (de 82,04 h para 1,78 h), bem como a maior reducao

no tempo de meia-vida foi observada na passagem de 40°C para 45°C (cerca de 21 e
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15 vezes, para as enzimas livre e imobilizada, respectivamente). Estes
comportamentos eram esperados, evidenciando a severa perda de estabilidade com o
aumento da temperatura. Pode-se perceber ainda que a enzima imobilizada
apresentou uma maior estabilidade quando comparada a enzima livre. Observa-se que
os valores para o fator de estabilidade, correspondentes a razéo entre a meia-vida da
enzima imobilizada e livre (KNEZEVIC et al., 2006), variaram de 1,03 (30°C) a 4,14
(45°C), representando um importante ganho de estabilidade devido a imobilizagao,
principalmente em temperaturas mais elevadas. De acordo com Reguly (2000),
geralmente as enzimas imobilizadas sdo mais estaveis a mudancas de pH e
temperatura do que as mesmas enzimas sob a forma solivel. Mesmo quando
suspensas em agua, estas enzimas insolubilizadas por imobilizagcdo permanecem
estaveis e ativas por meses, possibilitando seu reuso.

Giacomini et al. (2001) estudou a imobilizagado em gel de agarose, utilizando a
enzima B-galactosidase produzida por Kluyveromyces lactis, e 0 tempo de meia-vida
encontrado foi 0,4 h a 45°C.

As industrias requerem enzimas que tenham altas produtividade e estabilidade
para usos repetidos e por periodo extenso. Desta forma, com os resultados obtidos
pode-se afirmar que a imobilizagdo de B-galactosidase Lactozym® em Eupergit® C é

promissora.
4.3.5 - Determinacao dos parametros cinéticos K, e V.«

Para determinacado dos parametros cinéticos K, € Vnax foi utilizada uma faixa
de concentracdo de 10 a 70 g.L" (29,2 a 204,7 mM) de lactose para medida da
atividade enzimatica, tanto da enzima livre como da enzima imobilizada. Os resultados
obtidos para os diagramas de Lineweaver-Burk, plotando o inverso da atividade
enzimatica versus o inverso da concentracdo inicial de substrato, sdo apresentados

nas Figuras 4.7 e 4.8.
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Figura 4.7 — Diagrama de Lineweaver-Burk aplicado aos dados experimentais
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Figura 4.8 - Diagrama de Lineweaver-Burk aplicado aos dados experimentais

para B-galactosidase imobilizada.
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Considerando a Equacao 3.7, calcularam-se os parametros Ky, € Vma, como
sendo 30,33 mM e 3333,33 U.mL" para enzima livre, e 104,00 mM e 5000,00 U.mL"
para a enzima imobilizada, sendo possivel expressar o modelo de Michaelis-Menten
pelas seguintes expressoes, Equagbes 4.1 e 4.2, respectivamente, para as enzimas

livre e imobilizada:

~3333,33[S,]
o 30,33 +[S,]

~5000,00[S, |
oimeb 104,00 +[S, |

A partir destas equacbes foi possivel calcular os valores de atividade
enzimatica preditas pelo modelo na faixa de concentragdo estudada, conforme

mostrado nas Figuras 4.9 e 4.10.
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Figura 4.9 — Valores experimentais e preditos pelo modelo de Michaelis-
Menten para atividade enzimatica em funcao da concentracao de lactose

(B-galactosidase livre).
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Figura 4.10 — Valores experimentais e preditos pelo modelo de Michaelis-
Menten para atividade enzimatica em funcao da concentracao de lactose

(B-galactosidase imobilizada).

Esses graficos sugerem que em concentracées de substrato muito baixas, a
velocidade da reacdo é muito baixa, aumentando com o aumento da concentracéo de
substrato. Testando o efeito de concentracbes cada vez maiores, medindo a
velocidade a cada aumento da concentragdo, os aumentos da velocidade serdo cada
vez menores, conferindo uma aproximacgao lenta e gradual do estado de saturagéao da
enzima pelo substrato (LEHNINGER, 1997).

Pode-se observar ainda que os dados experimentais para enzima livre e
imobilizada ajustaram-se bem ao modelo de Michaelis-Menten (R® de 0,95 e 0,98,
respectivamente), e que o valor de K, para a enzima imobilizada foi cerca de 3,4
vezes maior do que para a enzima livre. A imobilizagdo frequentemente leva a um
importante aumento nos valores de K, com relacdo aos encontrados para a enzima
soluvel, representando uma diminuicdo da afinidade da enzima pelo substrato que
pode estar relacionada a fatores estereo-conformacionais (GIACOMINI et al., 2001),
provavelmente causada por mudancas estruturais introduzidas pelo procedimento de
imobilizagado e pela diminuigdo da acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima
imobilizada (HERNAIZ & CROUT, 2000).
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Hernaiz & Crout (2000) estudaram a imobilizagcdo de f—galactosidase comercial
de Bacillus circulans em Eupergit® C. Os valores de K;, encontrados para as enzimas
livre e imobilizada foram, respectivamente, 5 e 14,2 mM. Quinn et al. (2001),
imobilizando a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis em grafite, utilizando
glutaraldeido como reagente de cross-linking, determinaram o parametro cinético K,
para as enzimas livre e imobilizada iguais a 1,74 mM e 9,34 mM, respectivamente.
Alves (2008) obteve valores de K, de 93,7 mM e 1157 mM para a enzima (-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT7082 livre e imobilizada em alginato

de caélcio, respectivamente.

4.3.6 - Determinacao dos parametros termodinamicos

A Tabela 4.9 mostra a estimativa dos parametros termodinamicos calculados a
partir das Equagdes 3.8, 3.9 e 3.10, utilizando as constantes de desnaturacgao térmica
(Ky) e energia de ativacdo da reacdo de desnaturacdo (E, determinadas

experimentalmente para as enzimas livre e imobilizada.

Tabela 4.9 — Parametros termodinamicos (AH, AG e AS) calculados para as enzimas

livre e imobilizada.

T Enzima Livre Enzima Imobilizada

(K) AH AG AS AH AG AS
(kd.mol’) (kd.mol") (kd.mol'.K') (kJ.mol') (kJ.mol') (kJ.mol'.K")

303 263,60 106,85 0,52 196,25 106,94 0,29

308 263,56 105,75 0,51 196,21 108,36 0,29

313 263,52 104,82 0,51 196,17 107,60 0,28

318 263,47 98,51 0,52 196,12 102,23 0,30

T: Temperatura, em Kelvin (K); AH: Entalpia; AG: Energia livre de Gibbs; AS: Entropia.

A estimativa dos parametros termodinamicos ajuda a entender o provavel
mecanismo da desnaturacdo, que € extremamente importante em processos
enzimaticos (USTOK et al., 2010). De acordo com Blanch & Clark (1997), citados por
Oliveira (2007), a diminuicdo da energia livre (AG) do sistema pode estar relacionada a
diminuicdo da disponibilidade de sitios reativos pela desnaturacdo e a mudanca na
sua conformacao inicial. A entalpia (AH) e entropia (AS) sédo as variagdes de calor e
desordem, respectivamente. Estes dois parametros fornecem o nimero de ligacoes
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nao-covalentes quebradas e a desordem associada com a formagcédo do estado de
transicdo (MANERA et al., 2009).

Desta forma, pode-se observar na Tabela 4.9, pelos valores de energia livre de
Gibbs (AG), que com o aumento da temperatura houve uma reducéo da energia livre
para ambas as enzimas livre e imobilizada, mostrando que a estabilidade térmica
diminuiu. Também os valores de AG para a enzima imobilizada foram superiores
quando comparados com a enzima livre, mostrando maior estabilidade térmica para a
enzima imobilizada.

Para a entalpia (AH), pode-se observar que seu valor praticamente ndo se
alterou com o aumento da temperatura, o que indica que a entalpia nao é fortemente
dependente da temperatura na faixa de estudo avaliada, comportamento este também
observado por Oliveira (2007) para frutosiltransferase produzida por Rhodotorula sp.

Os valores AS foram baixos (em torno de 0,5 e 0,29 para as enzimas livre e
imobilizada, respectivamente) e nao foi possivel observar uma variagcdo (aumento)
clara com a temperatura. O valor de AS, como sendo positivo, indica que a desordem
do sistema aumenta conforma a enzima se desnatura, jA que com o incremento da
temperatura ocorre um maior nimero de quebra das ligagées. De acordo com Ustok et
al. (2010), valores de AS préximos a zero, como no presente caso, mostram que a
inativacao térmica nao implicou em alteracdo relevante na estrutura terciaria da
enzima, o que significa que a maioria das pontes de hidrogénio responsaveis pela
estrutura ativa do sitio catalitico da enzima esta ainda presente no complexo ativado.
O incremento na entropia corresponde a um aumento da desordem na desnaturacéo,
relacionado ao desenovelamento da cadeia polipeptidica, levando a uma estrutura
mais desordenada.

E surpreendentemente baixo o nimero de informagdes publicadas tratando de
parametros termodinamicos para inativacao de enzimas. Os valores de AG estdo na
ordem de magnitude esperada para esse tipo de reacdo (94,2-108,2 kJ.mol™”). Altos
valores de entalpia também sio caracteristicas da reacdo de desnaturacado protéica
(ORTEGA et al., 2004).

MANERA et al. (2009) determinaram os parametros termodindmicos das
enzimas B-galactosidase produzidas pelas leveduras Kluyveromyces marxianus ATCC
16045 e CCT 7082. A energia livre de Gibbs foi de 108,2 kJ.mol™ (a 35°C) e 94,2
kJ.mol" (a 55°C), para ATCC 16045, e foi de 107,0 kJ.mol" (30°C) e 94,8 kJ.mol
(50°C) para CCT 7082. A entalpia e entropia foram, para ATCC 16045, iguais a 323,9
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kd.mol" e 0,700 kJ.mol™K", respectivamente; para CCT 7082, esses parametros,
entalpia e entropia, foram iguais a 313,8 kJ.mol" e 0,682 kJ.mol"".K, respectivamente.
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5 — CONCLUSOES

Dentre os suportes testados para imobilizagdo de p-galactosidase de
Kluyveromyces lactis (Lactozym®), Eupergit® C foi o que apresentou o maior valor de
recuperacao da atividade enzimatica , diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais
suportes (Quitosana e Alginato), sendo selecionado como o mais promissor.

A forca ibnica e o pH foram as variaveis que apresentaram efeito significativo
(p<0,1) na imobilizacdo de P-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis
(Lactozym®) em Eupergit® C, sendo que o aumento da forca iénica de 0,1 para 1,5 M e
o aumento do pH de 6,6 para 7,4 representaram aumento de 30% e reducéo de 17,3%
na recuperagao da atividade enzimética. Na temperatura de 25°C, tampao fosfato de
potassio 1,5 M, pH 6,6, concentracdo de Mg® 1 mM, 0,4 mL de enzima e tempo de
reacdo de 8 h, sem adicdo de galactose, atingiu-se 85,02% de recuperacdo da
atividade enzimatica, relacionada a hidrélise da lactose.

Quanto a caracterizacdo das enzimas livre e imobilizada, ndo foram
observadas diferencas quanto ao pH e temperatura 6timos, sendo de 6,6 e 45°C,
respectivamente. Houve um ganho de estabilidade térmica significativa com a
imobilizag&do, tendo-se observado um aumento de cerca de 4 vezes na meia-vida da
enzima quando imobilizada a 45°C.

Os valores de K, de 30,33 mM e 104,00 mM para as enzimas livre e
imobilizada, respectivamente, representaram uma diminuicdo da afinidade da enzima
pelo substrato com a imobilizagdo, possivelmente por fatores estéricos e
conformacionais.

Os parametros termodinamicos Energia livre de Gibbs (AG), entalpia (AH) e
entropia (AS) foram calculados para diferentes temperaturas, evidenciando novamente
a maior estabilidade térmica da enzima imobilizada e indicando que a perda de
estabilidade de ambas enzimas, livre e imobilizada, provavelmente ndo esta associada
a alteracdes relevantes na estrutura terciaria.

Desta forma, a imobilizagéo B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis
(Lactozym®) em Eupergit® C mostrou-se satisfatéria, com melhoria em propriedades
bioquimicas e térmicas que podem representar vantagens na utilizacdo em escala

comercial, compensando custos adicionais.
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6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar a inibicdo enzimatica promovida pela glicose e galactose na hidrolise
da lactose, comparando os efeitos inibitérios na enzima livre e imobilizada em

Eupergit® C;

- Comparar o desempenho da enzima [-galactosidase comercial de
Kluyveromyces lactis (Lactozym®) na forma livre e na forma imobilizada em Eupergit®
C, quanto ao grau de hidrélise da lactose presente no soro em reator em batelada,
verificando os efeitos do pH e temperatura no grau de hidrélise do soro no reator e a
estabilidade operacional das enzimas;

- Estudar a estabilidade da enzima imobilizada durante a estocagem, sob
refrigeracédo e a temperatura ambiente;

- Avaliar a adequacdo do suporte Eupergit® C para imobilizacdo de outras

enzimas de interesse industrial.
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